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Anhang 





Die Ursache für das Syndrom des Plötzlichen Säuglingstodes (SIDS; Sudden 
Infant Death Syndrome) wird in einem multifaktoriellen Geschehen gesehen. 
Sowohl äußere Risikofaktoren als auch eine genetische Prädisposition können 
ätiologisch eine Rolle spielen. 
Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob Sequenzveränderungen der 
mitochondrialen DNA (mtDNA) eine Ursache des SIDS sein können. 
Das mitochondriale Genom kodiert Proteine, die an der Atmungskette der Zellen 
beteiligt sind. Sequenzveränderungen in diesen Abschnitten können sich somit 
negativ auf die Energieproduktion auswirken und über diesen Pathomechanismus 
hypothetisch mit dem SIDS in Zusammenhang stehen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die mtDNA von 195 SIDS-Fällen der GeSID-
Studie (GeSID; German Study of Sudden Infant Death Syndrome) und 151 
lebenden, gesunden Kindern mittels Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren 
untersucht. Bei den SIDS-Fällen wurde die mtDNA aus gefrorenen bzw. aus 
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben extrahiert. Von den 
gesunden Kindern wurde eine Speichelprobe untersucht. 
Zunächst wurde die mitochondriale Haplogruppenzugehörigkeit bestimmt, gefolgt 
von der Untersuchung von Loci auf dem mitochondrialen Genom, die in der 
Literatur mit mtDNA-assoziierten Erkrankungen und dem SIDS in Zusammenhang 
gebracht werden. 
Es konnten keine Risiko-Haplogruppe und keine potentiell pathogenen Mutationen 
ermittelt werden, die signifikant mit dem Plötzlichen Säuglingstod 
zusammenhängen. 
Die Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms in drei ausgewählten 
SIDS-Fällen deckte insgesamt 36 homoplasmatische Mutationen sowohl im 
kodierenden als auch im nicht-kodierenden Bereich auf. Hier sind umfangreiche 
Studien auch unter Berücksichtigung der nukleären DNA und äußerer 
Risikofaktoren denkbar. 





6-FAM      6-Carboxyfluorescein 
A         Adenin 
ADP       Adenosin-5´-diphosphat 
ALTE       scheinbar lebensbedrohliches Ereignis  
          (apparent life-threating event) 
APD       Ammoniumperoxodisulfat 
Aqua dest.    destilliertes Wasser 
ATP        Adenosin-5´-triphosphat 
ATPase     Adenosin-5´-triphosphosphatase 
BLAST      Basic Local Alignment Search Tool 
BMBF  Bundesministerium für Bildung, Wissenschaft, Forschung und 
Technologie 
bp         Basenpaar 
BSA        Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
bzw.       beziehungsweise 
C         Cytosin 
CRS       Cambridge Referenz Sequenz (Cambridge Reference Sequence) 
Cyt c       Cytochrom c 
C4A/C4B    Komplementproteine des Immunsystems 
ddNTP      Didesoxyribonukleosidtriphosphat 
DEAF       maternal vererbte Taubheit (maternally inherited DEAFness) 
d. h.        das heißt 
D-loop      Kontrollregion der mtDNA (displacement loop) 
DNA       Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
DTR       Dye Terminator Removal 
dNTP       Desoxyribonukleosidtriphosphat 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure (ethylene diamine tetraacetic acid) 
et al.       und andere (et alii) 
EXO I       Exonuklease I 
FAD        Flavin-Adenin-Dinukleotid 
FADH2      Flavin-Adenin-Dinukleotid in reduzierter Form 
FFPE       Formalin fixiert, Paraffin eingebettet 
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Fwd        vorwärts Primer (forward primer) 
G         Guanin 
GeSID      Deutsche Studie zum Plötzlichen Säuglingstod  
          (German Study of Sudden Infant Death Syndrome) 
HiDi        highly deionized  
HPLC       Flüssigchromatografie (high performance liquid chromatography) 
HV I, II, III    hypervariable Bereiche I, II, III 
ICD 10, R95   Diagnose Plötzlicher Säuglingstod nach der ICD-Systematik 
IPC        internal PCR control 
LHON      Leberschen hereditären Optikusneuropathie  
          (Leber hereditary optic neuropathy) 
MELAS      mitochondriale Enzephalomyopathie mit Laktatazidose und  
          schlaganfallähnlichen Episoden 
MERF      Myoklonusepilepsie mit Ragged-red-Fasern 
MM        Master Mix 
mtDNA      mitochondriale DNA 
NAD       Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid 
NADH      Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid in reduzierter Form 
NARP      neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa 
nDNA       nukleäre DNA 
NICHD      National Institute of Child Health and Human Development 
NUMTS     nuclear mitochondrial insertions 
OXPHOS    oxidative Phosphorylierung 
P         Orthophosphat 
PAA        Polyacrylamid 
PAGE      Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR       Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PEO       progressive externe Ophthalmoplegie 
POP       Performance Optimized Polymer 
rCRS       revidierte Cambridge Referenz Sequenz  
          (revised Cambridge Reference Sequence) 
Rev        rückwärts Primer (reverse primer) 
RNA       Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
rRNA       ribosomale RNA 
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SAP Alkalische Phosphatase aus Garnelen  
(Shrimp Alkaline Phosphatase) 
SBE        single base extension 
SDS       Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
SIDS       Plötzlicher Säuglingstod (Sudden Infant Death Syndrome) 
SNP       Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism) 
T          Thymin 
TER        Transkriptions Terminations Faktor  
          (transcription termination factor) 
Tm        Schmelztemperatur 
tRNA       Transfer-RNA 
u. a.        unter anderem 
UCSC      University of California Santa Cruz 
UQ        Ubichinol 
vgl.        vergleiche 
VIC        Fluoreszenzfarbstoff der Firma Applied Biosystems 




12S rRNA    Gen der 12S ribosomalen RNA 
16S rRNA    Gen der 16S ribosomalen RNA 
ATP6, -8     Gen der ATP-Synthase Untereinheiten 6, -8 
CO1, -2, -3   Gen der Cytochrom-c-Oxidase Untereinheiten 1, -2, -3 
CYB       Gen des Cytochrom b 
ND1, -2, -3, -4  Gen der NADH-Dehydrogenase Untereinheiten 1, -2. -3, -4 
ND4L, -5, -6   Gen der NADH-Dehydrogenase Untereinheiten 4L, -5, -6 
OH         Replikationsursprung des H-Stranges 
OL         Replikationsursprung des L-Stranges 
tRNAx       Gen der Transfer-RNA x 
  




5-HT       Gen der Serotonin-Promotor-Region 
5-HTT      Gen der Serotonin-Transporter-Promotor-Region 
ECE1       Endothelin-converting enzyme-1-gene 
EN1        Engrailed-1-gene   
Phox2a      Paired-like homeobox 2a-gene 
RET        Rearranged during transfection-gene 
TLX3       T-cell leukemia homeobox-gene 
 
 
Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosäuren 
A         Ala         Alanin 
R         Arg         Arginin 
N         Asn         Asparagin 
D         Asp         Asparaginsäure 
C         Cys         Cystein 
Q         Gln         Glutamin 
E         Glu         Glutaminsäure 
G         Gly         Glycin 
H         His         Histidin 
I          Ile          Isoleucin 
L          Leu         Leucin 
K         Lys         Lysin 
M         Met         Methionin 
F          Phe         Phenylalanin 
P         Pro         Prolin 
S         Ser         Serin 
T          Thr         Threonin 
W         Trp         Tryptophan 
Y         Tyr         Tyrosin 
V         Val         Valin
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1.1 Der Plötzliche Säuglingstod (SIDS) 
 
Der Begriff des Plötzlichen Säuglingstodes (SIDS; Sudden Infant Death Syndrom) 
wurde erstmals 1969 durch Beckwith geprägt (Seattle-Definition) [Byard et al. 
2012; Krous 2010]. Unter Forderung weiterer Forschungsarbeiten und eines 
erweiterten Datensatzes, wurde er als plötzlicher Tod eines Säuglings oder eines 
Kleinkindes, welcher unerwartet auftritt und nach umfangreichen postmortalen 
Untersuchungen keine Todesursache hervorbringt, definiert [Beckwith 2003].  
Diese international anerkannte Definition des SIDS wurde 1991, basierend auf der 
Konferenz des National Institute of Child Health and Human Development 
(NICHD; 1989), durch Willinger auf die Postneonatalperiode (8. bis 365. 
Lebenstag) präzisiert und um die vollständige Fall-Untersuchung ergänzt (NICHD-
Definition) [Byard et al. 2012; Krous 2010; Willinger et al. 1991]. Somit sind zur 
Klärung der Todesursache eine vollständig durchgeführte Obduktion, eine genaue 
Überprüfung der Todesumstände und eine sorgsame Auswertung der klinischen 
Anamnese notwendig [Kinney et al. 2012; Bajanowski et al. 2004].  
Die Definitionen verdeutlichen, dass es sich bei dem Syndrom des Plötzlichen 
Säuglingstodes um eine reine Ausschlussdiagnose handelt (Tabelle 1) 
[Bajanowski et al. 2004; Beckwith 2003; Byard et al. 2003]. 
 
Tabelle 1: SIDS-Differentialdiagnosen (nach Bajanowski et al. 2002) 
Tod aus natürlicher Ursache Tod aus nicht natürlicher Ursache 
Infektionen Ersticken 
Stoffwechselerkrankungen sonstige (verdeckte) Formen der (stumpfen) 
Gewalteinwirkung 
Fehlbildungen Münchhausen-Syndrom by proxy mit 
tödlichem Ausgang 
Hyperthermie aus innerer Ursache Hyperthermie aus äußerer Ursache 
Pierre-Robin-Sequenz Schütteltrauma 
Reye-Syndrom Intoxikation 
Bronchopulmonale Dysplasie Vernachlässigung 
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Weitere Definitionen schlossen sich an, eingeteilt in Untergruppen gemäß 
spezifischer epidemiologischer Merkmale und dem Umfang der 
Zusatzinformationen [Krous 2010]. Ein Beispiel dafür ist die San Diego-Definition 
nach Krous et al. 2004 [Byard et al. 2012; Krous et al. 2004]. Die allgemeinen 
Diagnosekriterien entsprechen der NICHD-Definition. Die Einteilung des SIDS in 
verschiedene Kategorien (Tabelle 2) dient einer standardisierten Diagnose und 
einer damit verbundenen internationalen Vergleichbarkeit. Die Differenzierung 
basiert auf festgelegten Altersabschnitten, definierten Kriterien hinsichtlich der 
klinischen Anamnese, den Todesumständen und dem klinischen 
Untersuchungsumfang. Es werden Vorschläge für die durchzuführenden 
Untersuchungen, die Befundbewertung und die Einteilung der Fälle gegeben 
[Bajanowski et al. 2004]. 
Die vorgestellten Definitionen (Seattle-, NICHD- und San Diego-Definition) sind 
international anerkannt und haben sich aus der Zusammenarbeit verschiedener 
Bereiche, unter anderem der Rechtsmedizin, Pädiatrie und Epidemiologie 
entwickelt. Es gibt keine Verbindlichkeit, eine dieser drei Standard-Definitionen zu 
verwenden, weshalb es zu subjektiven Herangehensweisen kommt. 
Literaturstudien von Byard et al. aus den Jahren 2006 und 2012 zeigen, dass die 
Zahl der in Publikationen falsch oder gar nicht zitierten SIDS-Definitionen in diesen 
Jahren von 58 % auf 32 % sank. Das bedeutet, dass noch heute circa ein Drittel 
der Veröffentlichungen zum Thema Plötzlicher Säuglingstod aus dieser Studie 
keine der Standard-Definitionen nutzt [Byard et al. 2007; Byard et al. 2012]. 
Veröffentlichungen zum Thema SIDS haben jedoch einen Einfluss auf darauf 
aufbauende Forschungsprojekte, Familien und deren Umkreis, sodass es von 
besonderer Wichtigkeit ist, SIDS-Fälle und einbezogene Kontrollen genau zu 
definieren [Byard et al. 2012].  
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Tabelle 2: Klassifizierung von SIDS-Fällen (nach Krous et al. 2004) 
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1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 
 
Beim Plötzlichen Säuglingstod tritt der Tod in der Regel in einer unbeobachteten 
Schlafphase ein. Eine typische Altersverteilung mit einem Sterblichkeitsgipfel 
zwischen zweitem und viertem Monat zeichnet sich ab. Alle sozialen Schichten 
sind betroffen, derweil eine Übersterblichkeit männlicher Säuglinge vorherrscht. Es 
lässt sich eine saisonale Abhängigkeit beobachten, wobei etwa zwei Drittel der 
Kindstodopfer während der infektbelasteten Wintermonate sterben [Bajanowski  
et al. 2002; Jorch et al. 2009].  
In den vergangenen Jahren haben epidemiologische Untersuchungen zur 
Aufstellung folgender Risikofaktoren für den Plötzlichen Säuglingstod geführt:  
 - Bauchlage als Schlafposition des Säuglings 
 - Rauchen während der Schwangerschaft und in Anwesenheit des Kindes 
 - Stillverzicht 
 - Schlafen des Säuglings im Elternbett („Co-Sleeping“) 
 - externe Wärme während des Schlafes 
 - Kopfbedeckung des Säuglings durch Kissen oder Decken 
 - Geburtsgewicht unter 2.500 g 
 - mehr als eine vorangegangene Geburt 
 - Mutter jünger als 20 Jahre 
 - Kind wächst nur bei einem Elternteil auf 
  [Bajanowski et al. 2004; Darai et al. 2012; Hunt 2005; McKenna et al. 2010]. 
Präventions-Kampagnen zu Beginn der 1990-er Jahre haben diese Risikofaktoren 
zum Anlass genommen, Empfehlungen an Eltern auszusprechen, um die Zahl der 
SIDS-Fälle zu senken. Der Säugling sollte in einer rauchfreien Umgebung 
aufwachsen und in Rückenlage, in einem Schlafsack im eigenen Bett und bei 
einer Raumtemperatur von circa 18°C schlafen. Durch diese Vorsorgeprogramme 
ist laut Statistischem Bundesamt die SIDS-Inzidenz (Diagnose Plötzlicher 
Kindstod; ICD 10, R95) in Deutschland in den letzten 20 Jahren stark gesunken 
(Tabelle 3): während sie 1991 bei 1,55 pro 1.000 Lebendgeborenen lag, reduzierte 
sie sich 2011 auf 0,21 SIDS-Fälle pro 1.000 Lebendgeborenen [Bajanowski et al. 
2004; Statistisches Bundesamt].   
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Tabelle 3: Lebendgeburten, Säuglingssterblichkeit und SIDS-Fälle in Deutschland  
 1991 1996 2002 2006 2011 
Lebendgeborene 830.019 796.015 719.250 672.724 662.685 
Verstorbene 
 1. bis 365. Lebenstag* 















 1. bis 365. Lebenstag* 














SIDS-Rate (in %) 
 1. bis 365. Lebenstag 












  6,11 
12,18 
SIDS-Inzidenz 
(pro 1.000 Lebendgeborenen) 
 1. bis 365. Lebenstag 




















 (Vergleich nach der Umstellung der ICD-Systematik: 1980-1997 ICD9, ab 1998 ICD10) 
** https://www.destatis.de/DE/Startseite.html 
 Statistisches Bundesamt, Gesundheit, Todesursachen in Deutschland, Fachserie 12, Reihe 4  
 
Die Statistik basiert auf Totenscheinen, wobei die geringe Obduktionsrate von  
circa 50 % aller plötzlichen, unerwarteten Säuglingstodesfälle bei der Beurteilung 
berücksichtigt werden muss [Bajanowski et al. 2004].  
Um die SIDS-Rate weiter zu senken, ist es notwendig, robustere Präventions-
kampagnen mit Fokus auf alle vermeidbaren Risiken zu entwickeln [Carpenter  





Bereits 1970 formulierte Bergman, dass beim Plötzlichen Säuglingstod 
Risikofaktoren mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten zusammenwirken. 1972 
wurden diese bis dahin bekannten Risikofaktoren von Wedgwood et al. der ersten 
„Triple-Risk-Hypothesis“ zugeordnet, welche ein Zusammenspiel aus 
prädisponierenden Faktoren, externem Stress und einer zugrundeliegenden 
Anfälligkeit des Säuglings darstellt.  
Die Arbeitsgruppe um Raring vertrat 1975 die Auffassung, dass es sich um einen 
zufälligen Prozess mit multifaktorieller Begründung handelt.  
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Filiano und Kinney lieferten 1994 die bis heute anerkannte Darstellungsform der 
„Triple-Risk-Hypothesis“ (Abbildung 1) [Filiano et al. 1994; Guntheroth et al. 2002]. 
Seitdem finden sich verschiedene pathophysiologische Erklärungsmodelle, z. B. 
Apnoe-Theorie, QT-Hypothese, Schlafhypothese, Arousal-Theorie, Hirnstamm-
Dysfunktionstheorie [Moon et al. 2007; Poets et al. 2003; Sullivan et al. 2001]. 
Keine dieser Hypothesen hat das Verständnis bezüglich der Ursache des 
Plötzlichen Säuglingstodes signifikant verbessert, sodass die heutigen Konzepte 
wie bereits die von Bergman und Raring wenig spezifisch sind.  
Der Plötzliche Säuglingstod stellt als multifaktorielles Ereignis den Endpunkt einer 
Vielzahl von Risikofaktoren mit verschiedenen Wahrscheinlichkeiten und 
pathophysiologischen Mechanismen dar [Poets et al. 2003]. Es wird vermutet, 
dass der Säugling intrinsische Faktoren selbst mitbringt, z. B. genetische 
Ursachen [Hunt et al. 2006; Kinney et al. 2009]. Befindet sich das Kind in einer 
kritischen Phase seiner Entwicklung, in der beispielsweise die 
Abwehrmechanismen noch nicht vollständig entwickelt sind, sollten exogene 
Stressoren vermieden werden [Kinney et al. 2009; Poets et al. 2003]. Zu diesen 
extrinsischen Faktoren gehören die bereits beschriebenen, vermeidbaren 




Abbildung 1: überarbeitete „Triple-Risk-Hypothesis“ (nach Filiano und Kinney 1994) 
 
Das komplexe Zusammenspiel der Hypothesen-Komponenten ist bislang nicht 
ausreichend bekannt. Es wird davon ausgegangen, dass noch nicht alle Faktoren 
und Umstände, die zum Tod führen, erforscht wurden [Bajanowski et al. 2004; 
Jorch et al. 2009]. Das Zusammenwirken lässt sich durch verschiedene, seltene 
und oft verborgene Störungen begründen, die unterschiedliche Auswirkungen auf 
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jeden einzelnen Säugling haben können und dadurch nicht zwangsläufig zu einem 
ätiologischen Faktor werden. Vermutlich geht der Plötzliche Säuglingstod mit 
einem individuellen Risiko einher. Bis eine präzise Definition, inklusive der 
Beziehungen zwischen intrinsischen und extrinsischen Risikofaktoren und der 
zugrundeliegenden Pathologie vorliegt, muss vor falschen „Einzel-Ursachen“ 
gewarnt werden [Byard et al. 2003]. 
 
 
1.1.3 German Study of Sudden Infant Death Syndrome 
 
Die vorliegende Arbeit basiert auf Untersuchungsmaterial der zwischen November 
1998 und Oktober 2001 durchgeführten deutschlandweiten Studie zum Plötzlichen 
Säuglingstod (GeSID; German Study of Sudden Infant Death Syndrome). Es 
handelt sich um eine durch das Bundesministerium für Bildung, Wissenschaft, 
Forschung und Technologie (BMBF) geförderte retrospektive Fall-Kontroll-Studie, 
die unter der Leitung des Instituts für Rechtsmedizin der Westfälischen Wilhelms-
Universität Münster durchgeführt wurde. Die Studie umfasst sorgfältig 
durchgeführte Fall-Untersuchungen mit Eltern-Befragungen, Obduktionen und 
medizinischen Untersuchungsdaten aus Krankenakten und Mutterpässen. Es 
wurden 455 plötzliche, unerwartete Todesfälle von Säuglingen in einem Alter 
zwischen 8 und 365 Tagen untersucht. 18 rechtsmedizinische Institute nahmen 
nach positiven Voten der zuständigen Ethikkommissionen an den Untersuchungen 
teil [Findeisen et al. 2004]. Neben Rechtsmedizinern, Pädiatern und 
Epidemiologen arbeiteten Selbsthilfegruppen an diesem gemeinsamen Projekt. 
Ziel der Studie „Plötzlicher Säuglingstod“ war es, die Zahl der SIDS-Fälle zu 
minimieren, indem neue Präventionsfaktoren entdeckt werden sollten [Findeisen 
et al. 2004].  
Die in diese Studie einbezogenen Todesfälle wurden nach der ersten 
Leichenschau als plötzlich und unerwartet eingestuft. Kinder, bei denen der Tod 
aufgrund bestimmter Erkrankungen zu erwarten war, nicht natürliche Todesfälle 
oder Fälle bei denen die Einwilligungserklärung der Eltern fehlte, wurden von der 
Studie ausgeschlossen [Bajanowski et al. 2006]. 
Das Gespräch mit den Eltern folgte einem standardisierten Fragebogen mit 106 
Fragen. 
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Die Obduktion erfolgte nach Vorgaben eines international anerkannten 
Standardautopsieprotokolls inklusiv histologischer, mikrobiologischer, 
virologischer, toxikologischer und neuropathologischer Untersuchungen 
[Bajanowski et al. 2005]. Genetische Analysen wurden im Rahmen der Studie 
nicht durchgeführt. 
Die pathologischen Kategorien und Diagnosekriterien basierten auf der San 
Diego-Definition nach Krous et al. 2004 (Tabelle 2) [Bajanowski et al. 2006]. Ein 
Team aus Rechtsmedizinern, Kinderärzten, Mikrobiologen und Epidemiologen 
führte die Klassifizierung der Fälle durch (Abbildung 2). Bei dem Großteil der 
untersuchten Fälle wurden vernachlässigbare pathologische Veränderungen 
registriert, die nicht todesursächlich schienen, wie unbedeutende Infektionen der 
Atemwege (SIDS+ Kategorie 2). Schwerwiegende pathologische Auffälligkeiten 
wie metabolische Erkrankungen, welche noch nicht mit der Todesursache 
gleichgestellt waren, fielen unter die SIDS+ Kategorie 3 (20,4 %). Der kleinste 
Anteil der untersuchten Fälle wurde aufgrund fehlender pathologischer Befunde 
dem Plötzlichen Säuglingstod (SIDS Kategorie 1) zugeordnet. Bei 11,2 % der 
Fälle wurde ein nicht natürlicher Tod festgestellt (kein SIDS Kategorie 4) 
[Findeisen et al. 2004]. 
 
Abbildung 2: Fall-Klassifizierung der GeSID-Studie (nach Findeisen et al. 2004) 
 
Die Ergebnisse der Studie bekräftigten die bereits beschriebenen 
epidemiologischen Erkenntnisse wie die charakteristische Alters- und 
Geschlechtsverteilung. Auch Risikofaktoren wie Bauchlage als Schlafposition, 
„Co-Sleeping“ und Stillverzicht wurden bestätigt. Die Untersuchungen brachten 








kein SIDS Kategorie 4
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zum Alter der Mutter und abhängig vom sozioökonomischen Stand der Eltern ist. 
Sowohl das Rauchen der Mutter während der Schwangerschaft als auch ein 
geringes Geburtsgewicht wurden als Risikofaktoren bestätigt. Die Säuglinge, die 
sich aus der Seiten- oder Rückenlage auf den Bauch drehen, sind von einem 
erhöhten Risiko betroffen [Vennemann et al. 2005a, 2009].  
 
 
1.1.4 Genetische Grundlagen 
 
Die molekularen Grundlagen vieler humaner Krankheiten konnten durch 
Sequenzanalyse des menschlichen Genoms aufgedeckt werden. 
Die einfachste Form der Genotyp-Phänotyp-Beziehungen sind Krankheiten, bei 
denen nur ein Gen verändert ist. Vom Genotyp kann allerdings nicht zwangsläufig 
auf einen Phänotyp geschlossen werden, da Gen-Gen- und Gen-Umwelt-
Interaktionen weitere Phänotypen hervorbringen können. Bei den meisten 
humanen Erkrankungen handelt es sich um komplexe polygene Formen. Sie 
werden mit unterschiedlichen Phänotypen in Zusammenhang gebracht. 
Gemeinsam mit Umwelteinflüssen können multiple Gene das Krankheitsrisiko 
erhöhen oder verringern [Hunt 2004; Brugada et al. 2010, 7-21]. 
Bis vor wenigen Jahren wurden dem Plötzlichen Säuglingstod ausschließlich 
äußere Risikofaktoren zugeschrieben. Sie beeinflussen die Homöostase des 
Säuglings in einer Art und Weise, dass der plötzliche Tod die Folge sein kann. 
Individuelle Interaktionen zwischen den äußeren Faktoren und genetischen 
Veränderungen lassen sich nicht ausschließen [Hunt 2005; Kinney et al. 2012]. 
Einige Säuglinge sterben durch äußere Stressoren, während andere bei gleichen 
Bedingungen am Leben bleiben. Dies ist ein Hinweis dafür, dass SIDS mit einem 
individuellen Risiko einhergeht [Hunt 2004; Mage et al. 2012b].  
Es wird vermutet, dass genetische und äußere Risikofaktoren interagieren und 
einen Phänotyp bilden, der anfällig ist für den Plötzlichen Säuglingstod. Welchen 
Einfluss diese Gen-Umwelt-Beziehungen auf die Pathophysiologie des Syndroms 
haben, ist bis heute noch nicht geklärt. 
Genmutationen, mit lebensbedrohlichen Auswirkungen, können entweder als 
Ursache des Todes oder als prädisponierender Faktor angesehen werden [Opdal 
et al. 2004]. Mutationen in den Genen der Herz-Ionenkanäle, welche im Fall des 
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Long-QT-Syndroms das Potential für tödliche Arrhythmien erhöhen, werden bei 
fünf bis zehn Prozent der SIDS-Fälle vermutet [Mage 2012a]. Fälle, bei denen 
eine Mutation eine tödliche Störung zur Folge hat, sollten nicht dem Plötzlichen 
Säuglingstod zugeschrieben, sondern als erklärbarer Tod diagnostiziert werden 
[Mage 2012a; Opdal et al. 2004].  
Diverse Studien haben Gene mit einem möglichen Effekt auf den Plötzlichen 
Säuglingstod untersucht. Einbezogen wurden u. a. jene, die beteiligt sind an der 
Regulation des Immunsystems, der Herzfunktion, dem Serotonin-Netzwerk und 
der Hirnfunktion und -entwicklung. Es wurden verschiedene Gendefekte mit dem 
Plötzlichen Säuglingstod in Zusammenhang gebracht (Tabelle 4) [Courts et al. 
2010; Hunt 2005; Kinney et al. 2012; Opdal et al. 2004; Weese-Mayer et al. 2007]. 
Diese genetischen Erscheinungen sind assoziiert mit physiologischen 
Veränderungen im Respirationstrakt, der Immun- und der Arousal-Funktion und 
stützen somit die Vermutung, dass genetische Risikofaktoren prädisponierend für 
SIDS sein können [Hunt et al. 2006; Moon et al. 2007; Opdal et al. 2011]. 
 
Tabelle 4: Gene mit Mutationen in SIDS-Fällen (nach Hunt 2005)  
Herz-Ionenkanäle 
   - Natrium-Kanal 
   - Kalium-Kanal 
Promoter-Region des Serotonin (5-HT)-Transporter-Gens (5-HTT) 
Entwicklung des autonomen Nervensystems 
   - Paired-like homeobox 2a (Phox2a) 
   - Rearranged during transfection (RET) 
   - Endothelin-converting enzyme-1 (ECE1) 
   - T-cell leukemia homeobox (TLX3) 
   - Engrailed-1 (EN1) 
Infektion und Entzündung 
   - Komplement C4A und C4B 
   - Interleukin-10 
 
Die Identifizierung genetischer Marker, welche nicht die Todesursache darstellen, 
aber in vielen oder sogar allen SIDS-Fällen nachgewiesen werden können, ist ein 
erster Schritt, Präventionsstrategien zu entwickeln. Zukünftige genetische Studien 
sollten einer statistisch-ausreichend großen SIDS-Fallzahl eine geeignete 
Kontrollgruppe gegenüberstellen und möglichst viele verschiedene geographische 
Regionen einbeziehen, um zuverlässige und reproduzierbare Erkenntnisse zu 
erhalten. Es ist höchst unwahrscheinlich, dass eine Mutation allein als 
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prädisponierendes Element in allen Fällen des Plötzlichen Säuglingstodes agiert. 
Polygene Faktoren könnten unter Einfluss äußerer, beeinflussbarer Risikofaktoren 
in verschiedenen Kombinationen und individuell prädisponierend wirken [Kinney  





Mitochondrien sind Zellorganellen mit einer Doppelmembran und eigener 
Erbsubstanz. Sie enthalten sowohl die Komplexe der Atmungskette, als auch die 
Enzyme des Citratzyklus und der Fettsäureoxidation [Rolf et al. 2004]. 
Mitochondrien gelten als „Kraftwerke der Zellen“. Je nach Energiebedarf verfügen 
Zellen, z. B. Hautzellen, über wenige Mitochondrien und andere, beispielsweise 
Zellen des Gehirns und der Muskeln, über tausende dieser Organellen. 
Mitochondrien sind unter anderem am physiologischen Prozess der Zellalterung 
bzw. der Thermogenese beteiligt und regulieren die Apoptose [Mammucari et al. 
2010; Passarino et al. 2010; Schönfeld 2002; Wallace 2012]. 
 
 
1.2.1 Eigenschaften des mitochondrialen Genoms 
 
Mitochondrien besitzen ein eigenes doppelsträngiges Genom (mtDNA; 
mitochondriale DNA), welches geschlossen zirkulär vorliegt und in der Regel aus 
16.568 Basenpaaren (bp) besteht [Parson 2009]. Die erste vollständige Nukleotid-
Abfolge der humanen mitochondrialen Erbsubstanz wurde von Anderson et al. 
1981 publiziert. Diese Sequenz wird als Anderson-Sequenz bzw. „Cambridge 
Reference Sequence“ (CRS) bezeichnet. Diese Basen-Abfolge bildet die 
Grundlage der heutigen Nomenklatur. Nach der Revision einiger mitochondrialer 
Nukleotid-Positionen findet die „revised Cambridge Reference Sequence“ (rCRS) 
als offiziell anerkannte mitochondriale Referenz-Sequenz Anwendung [Andrews  
et al. 1999]. 
Mitochondrien sind aufgrund ihres endosymbiontischen Ursprungs semiautonom 
[Wallace 2012]. Der Großteil der mitochondrialen Struktur- und Funktionsproteine 
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wird durch die nukleäre DNA (nDNA) kodiert. Das mitochondriale Genom kodiert 
wenige Proteinuntereinheiten der Atmungsketten-Komplexe (Abbildung 3).  
Die Funktion bzw. Genprodukte aller Gene im mitochondrialem Erbgut sind 
bekannt. Die Erbsubstanz der Mitochondrien kodiert 22 mitochondriale tRNAs, 
zwei ribosomale RNAs und 13 essentielle Polypeptide. Die rRNA- und tRNA-Gene 
werden benötigt für die Expression der 13 von über 70 Proteinuntereinheiten der 
fünf Komplexe der mitochondrialen Atmungskette [Jaksch-Angerer et al. 1999; 
Rolf et al. 2004].  
 
 
Abbildung 3: Das mitochondriale Genom (nach Butler 2012) 
 
Der Doppelstrang besteht aus einem Guanin-reichen schweren Strang (H-Strang; 
heavy strand) und einem Cytosin-reichen leichten Strang (L-Strang; light strand). 
Im Gegensatz zur nDNA weist die mtDNA keine Introns auf. Die Kontrollregion der 
mtDNA erstreckt sich von Position 16.024 bis 576 und enthält den Abschnitt, der 
für die Replikation und Transkription der mtDNA von Bedeutung ist. Dieser 
sogenannte „displacement loop“ (D-loop) schließt zwei hypervariable Bereiche 
(HV I, HV II) ein, in denen gehäuft Mutationen auftreten. In diesen Regionen 
lassen sich deshalb häufig Unterschiede zwischen nicht verwandten Personen 
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nachweisen. Zum Beispiel unterscheiden sich nicht verwandte Europäer 
durchschnittlich in etwa acht Sequenzpositionen [Butler 2012, 405-456; Coble  
et al. 2004; Rolf et al. 2004; Wallace et al. 1995].  
Die Vererbung der Mitochondrien erfolgt ausschließlich maternal. Die Zahl an 
mtDNA-Molekülen des Spermiums (50 - 100) ist im Vergleich zu der Anzahl an 
mtDNA-Kopien der Eizelle (100.000 - 200.000) verschwindend gering. Zusätzlich 
werden fremde Mitochondrien in der Eizelle durch Ubiquitinierung zerstört  
[Parson 2009]. Sofern keine Neumutationen stattfinden, weisen alle Angehörigen 
einer mütterlichen Linie dasselbe mitochondriale Erbgut auf [Rolf et al. 2004]. 
 
 
1.2.2 Oxidative Phosphorylierung 
 
In den Mitochondrien wird die zelluläre Energie in Form von Adenosintriphosphat 
(ATP) für anabole und katabole Prozesse durch oxidative Phosphorylierung 
(OXPHOS) hergestellt. Die Oxidation der energiereichen Moleküle Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH2) ist über den 
Multi-Enzym-Komplex an die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu 
ATP gekoppelt. Über verschiedene Elektronen-Carrier in den Proteinkomplexen 
der Elektronentransport- bzw. Atmungskette werden die durch Oxidation 
abgegebenen Elektronen auf molekularen Sauerstoff übertragen. Diese stark 
exergonische Reaktion führt dazu, dass ein Teil der Energie zum Aufbau eines 
Protonengradienten genutzt wird, welches die ATP-Synthese ermöglicht. Über 
eine energieverbrauchende Reaktion wird ATP im Austausch gegen ADP mittels 
ADP-ATP-Translokase aus der mitochondrialen Matrix in das Zytosol befördert 
[Berg et al. 2007, 560-602; Saraste et al. 1982; Wallace 2010]. 
Das OXPHOS-System, dargestellt in Abbildung 4, besteht aus fünf Multi-Enzym-
Komplexen (Komplex I bis IV), diese sind ebenso wie die beweglichen 
Überträgermoleküle Ubichinon (UQ) und Cytochrom c (Cyt c) in der inneren 
Membran der Mitochondrien lokalisiert [Berg et al. 2007, 560-602]. 
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Abbildung 4: oxidative Phosphorylierung (nach Doc Kaiser's Microbiology Homepage) 
 
13 funktionell wichtige Proteinuntereinheiten dieser Enzym-Komplexe werden im 
mitochondrialen Genom kodiert (Tabelle 5) [Wallace 2012]. 
 










45 7: ND1, -2, -3, -4, -4L, -5, -6 
Komplex II Succinat-Ubichinon-
Oxidoreduktase 




11 1: CYB 
Komplex IV Cytochrom-c-
Oxidoreduktase 
13 3: CO1, -2, -3 
Komplex V ATP-Synthase 17 2: ATP6, -8 
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Tritt im Genom eines Mitochondriums eine Mutation auf, kommt es zu einer 
intrazellulären Mischung der Wildtyp- und der mutierten Form der mtDNA. Dieses 
versteht sich unter dem Begriff Heteroplasmie. 
Heteroplasmie wird entweder über die mütterliche Linie vererbt oder entwickelt 
sich durch eine somatische Mutation während der Embryonalentwicklung bzw. im 
Laufe des Lebens [Parson 2009]. 
Teilt sich die Zelle, werden die Mitochondrien im Rahmen der maternalen 
Vererbung nach dem Zufallsprinzip auf die Tochterzellen übertragen (replikative 
Segregation). Die veränderte mitochondriale Erbsubstanz kann somit 
gewebespezifisch unterschiedlich quantitativ verteilt werden. Diese Verteilung wird 
durch den Heteroplasmiegrad prozentual charakterisiert. Die gewebespezifischen 
Unterschiede basieren darauf, dass die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle sowie 
die Anzahl der mtDNA-Moleküle in den Mitochondrien variabel ist. Im Laufe der 
Zeit können sich die Anteile der mtDNA-Typen ständig durch Zellteilung ändern 
und erneut das Stadium der Homoplasmie, in dem nur ein mtDNA-Typ in der Zelle 
vorliegt, erreichen. Dieses basiert auf der, den Gesetzen der 
Wahrscheinlichkeitsrechnung folgenden Verteilung der Mitochondrien auf die 
Tochterzellen [Wallace et al. 1999]. 
 
 
1.2.4 Mutationen und Polymorphismen der mitochondrialen DNA 
 
Die mitochondriale Erbsubstanz weist eine hohe Mutationsrate auf, welche aus 
dem Fehlen schützender Histone, einem ineffizienten Fehlererkennungs- und 
DNA-Reparaturmechanismus und einer anhaltenden Belastung durch Sauerstoff-
Radikale hervorgeht [Stuart et al. 2006; Wallace 1994]. 
Abhängig vom prozentualen Heteroplasmiegrad und von der Position im 
mitochondrialen Genom können Mutationen klinisch stumm sein oder einen 
Einfluss auf die Funktionsfähigkeit der Zelle haben und damit zu klinischen 
Symptomen führen [Wallace 1994].  
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Eine Mutation kann abhängig vom Zeitpunkt ihres Auftretens im gesamten 
Embryo, in einzelnen Keimblättern, in einzelnen Organen oder in individuellen 
Stammzellen auftreten. 
Es kommt zum Abbruch der Keimentwicklung, wenn das Ausmaß einer pränatalen 
Schädigung des mitochondrialen Genoms durch eine Mutation zu groß ist. Ist die 
Mutation mit dem Leben vereinbar, sind der Zeitpunkt und das Ausmaß klinischer 
Symptome davon abhängig, wie stark die Energieproduktion der Atmungskette 
von Geburt an beeinträchtigt ist und wie schnell relevante somatische Mutationen 
im Laufe des Lebens hinzukommen [Wallace 1992].  
Zellen, bei denen die Anzahl veränderter Mitochondrien einen Schwellenwert 
erreichen, sind in ihren Funktionen beeinträchtigt. Der Organismus ist nicht mehr 
in der Lage, die durch Mutationen ausgelösten Störungen auszugleichen. Die 
Enzymkomplexe der Atmungskette werden beeinflusst und die Effizienz der 
oxidativen Phosphorylierung nimmt ab [Wallace 1994]. Je nach Energiebedarf der 
Organe werden durch die verminderte energetische Kapazität der Mitochondrien 
Zahl und Schwere von Krankheitssymptomen erhöht. Gemeinsam mit der hohen 
mtDNA-Segregationsrate resultiert eine enorme Variabilität der klinischen 
Symptome [Wallace 2012]. 
Zusätzlich finden sich im mitochondrialen Genom Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen (SNPs; Single Nucleotide Polymorphisms). SNPs basieren auf 
Punktmutationen, die während der menschlichen Evolution entstanden sind. Es 
handelt sich um über das gesamte mitochondriale Genom verteilte 
Sequenzvariationen, welche generationsübergreifend vererbt werden und bei 
denen das mutierte Allel mindestens bei einem Prozent der Population vorkommt 
[Brookes 1999]. Die Gesamtheit aller SNPs im mitochondrialen Genom wird als 
mtDNA-Haplotyp dargestellt. Dieser Haplotyp wird einer spezifischen Haplogruppe 
zugeordnet. Diese können für einzelne Krankheiten wie der Leber´schen 
hereditären Optikusneuropathie (LHON) prädisponierend sein [Hofmann et al. 
1997; Kenney et al. 2013; Taylor et al. 2003; Wallace et al. 1999]. 
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Der Begriff Mitochondriopathie beschreibt Funktionsbeeinträchtigungen der 
Mitochondrien, welche in erster Linie zu neuromuskulären Erkrankungen führen 
und mit Störungen der zellulären Energiebereitstellung in Form von ATP assoziiert 
sind [Zeviani et al. 2004]. Ein Großteil der Mitochondriopathien wird auf die im 
vorherigen Abschnitt beschriebenen Mutationen zurückgeführt. Betroffen sind vor 
allem Zellen und Organe, die einen großen Energiebedarf haben, hier 
Muskelzellen. Da es sich häufig um Multisystemerkrankungen handelt, 
vorkommend in allen Altersstufen, können auch andere Organe, wie das 
Nervensystem, die Leber oder die Nieren betroffen sein. Neben einer 
belastungsabhängigen Muskelschwäche berichten Mitochondriopathie-Patienten 
über andauernde Schwächen der Augen- oder Herzmuskeln. 
Herzrhythmusstörungen können ausgelöst werden, wenn zusätzlich die 
Nervenleitung des Herzens beeinträchtigt ist. Epileptische Anfälle oder geistige 
Behinderungen resultieren aus Beeinflussungen des Gehirns [Chinnery 2010; 
Deschauer et al. 2009; Wong et al. 2010].  
Mitochondriopathien können sowohl dominant als auch rezessiv vererbt werden. 
Nicht bei allen Patienten wird ein genetischer Defekt in der mitochondrialen DNA 
nachgewiesen, sodass auch Gene des nukleären Genoms einen Einfluss haben 
können. Die Vererbung kann demnach maternal und paternal sein [Deschauer  
et al. 2009]. 
In der mitochondrialen DNA betroffener Patienten lassen sich auch 
Heteroplasmien nachweisen, wobei der Anteil der veränderten DNA in Beziehung 
zum Schweregrad der Erkrankung steht. Es zeigt sich, dass Mitochondriopathien 
in sehr unterschiedlichen Geno- und Phänotypen vorkommen können [Schon et al. 
1997]. 
Bekannte Mitochondriopathien sind: progressive externe Ophthalmoplegie (PEO) 
[Schon et al. 1997], mitochondriale Enzephalomyopathie mit Laktatazidose und 
Schlaganfällen (MELAS) [Pavlakis et al. 1984], Myoklonusepilepsie mit „ragged 
red fibres“ (MERF) [Shoffner et al. 1990] und Leber´sche hereditäre 
Optikusneuropathie (LHON) [Wallace et al. 1988]. 
Die mitochondrialen Nukleotidvarianten des MELAS- (A3243C) und MERF- 
Syndroms (A8344G) sind Beispiele für den unterschiedlichen Schweregrad von 
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Krankheiten in Abhängigkeit vom Heteroplasmiegrad. Bei einer Rate unter 90 % 
verbleiben die Mutationen ohne jegliche Auswirkungen. Steigt der 
Heteroplasmiegrad über diesen Schwellenwert, kommt es zu einem schnellen 
Funktionsverlust der oxidativen Phosphorylierung. Bei einer Rate von mehr als  
95 % wird die OXPHOS-Aktivität komplett eingestellt [Wallace 1994]. 
Die molekulare und biochemische Charakterisierung der aufgeführten 
Mitochondriopathien hat zu neuen Erkenntnissen bezüglich der Natur humaner 
degenerativer Erkrankungen beigetragen. Neben dem Schweregrad der 
Auswirkungen schädlicher mitochondrialer Mutationen auf den Organismus wird 
deutlich, dass diese häufiger vorkommen, als zunächst angenommen  
[Deschauer et al. 2009; DiMauro et al. 2001; Reeve et al. 2008; Wong et al. 2010]. 
 
 
1.3 Das mitochondriale Genom und der Plötzliche Säuglingstod 
 
Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich bereits mit möglichen 
Zusammenhängen zwischen dem mitochondrialen Genom und dem Plötzlichen 
Säuglingstod auseinandergesetzt und basierend auf den bis dahin bekannten 
Mitochondriopathien mehrere Hypothesen formuliert. 
Die mitochondriale oxidative Phosphorylierung dient drei lebensnotwendigen 
Funktionen: der Reoxidation von NADH und FADH2, der Bildung von Energie in 
Form von ATP und der Regulation der Temperatur durch Wärmeproduktion. Eine 
Mutation in einem Bereich der für diese Funktionen notwendigen Enzymkomplexe 
kann letale Auswirkungen auf den Organismus haben [Wallace 1994]. 
SIDS wird entsprechend international anerkannter Definitionen als ein plötzlich 
und unerwartet eintretender Tod bezeichnet. Die Säuglinge scheinen demnach vor 
dem Tod gesund zu sein, ohne vorhergehende Anzeichen oder Symptome 
[Vennemann et al. 2005b; Willinger et al. 1991]. Abweichend postulierten einige 
Studien eine auffällige Teilnahmslosigkeit, eine erhöhte Schläfrigkeit und einen 
geringen Aktivitätsstatus bei Säuglingen, die später am SIDS verstorben sind. 
[Opdal et al. 1998; Kelmanson 1996]. Herz- und Atemwegsinfektionen werden 
häufig bei der Obduktion nachgewiesen. Diese Krankheitsbilder könnten auf einen 
verzögerten ATP-Abbau zurückgeführt werden. Sowohl angeborene 
Risikofaktoren (z. B. Mitochondriopathien, Veränderungen des Interleukin-10-
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Promotorgens) als auch äußere Risikofaktoren (z. B. Nahrungsmangel, 
Infektionen) können, besonders im Zusammenspiel, einen ATP-Mangel 
verursachen, indem der ATP-Katabolismus erhöht und/oder die ATP-Synthese 
verringert wird [Deixler 2009]. 
ATP ist der bedeutendste Energielieferant der Zelle. Es ist an fast allen 
Stoffwechselprozessen, an Membrantransporten und verschiedenen 
pathophysiologischen Vorgängen (z. B. Muskelkontraktion, Immunabwehr) 
beteiligt. Um den eigenen Zellstoffwechsel zu bewahren, wird bei ATP-Mangel die 
spezifische Funktion der Zelle eingestellt. Kann der Zellstoffwechsel nicht 
aufrechterhalten werden, versagen membranständige Transportsysteme (Na+-/K+- 
und Ca2+-ATPasen), wodurch Wasser, Natrium und Calcium in die Zellen 
gelangen, welche anschwellen und platzen. ATP-Mangel kann zum 
Funktionsverlust des Actin-Myosin-Mechanismus führen, worauf eine muskuläre 
Hypotonie mit Herz- und Ateminsuffizienz und eine reduzierte Kontraktilität der 
Gefäße folgen kann. Ein gesteigerter ATP-Verbrauch kann zum Ausbleiben der 
Hypoxieabwehrmechanismen (Arousal-Reaktion, Selbstreanimation) führen 
[Deixler 2009].  
Die vorgestellten Auswirkungen eines durch mitochondriale Mutationen 
ausgelösten ATP-Mangels beruhen auf theoretischen Überlegungen, welche auf 
den Befunden des Plötzlichen Säuglingstodes und auf durch ATP-Mangel 
verursachtes Multiorganversagen basieren [Deixler 2009]. Einzelne mitochondriale 
Genmutationen können die Funktion der energieliefernden Prozesse stören. 
Mitochondriopathien, welche z. B. das Gehirn, das Herz oder das Nervensystem 
betreffen, können mit dem Plötzlichen Säuglingstod assoziiert sein [Courts et al. 
2010]. 
Ein erhöhtes SIDS-Vorkommen innerhalb von Familien und entlang der 
maternalen Linie wurde mehrfach beobachtet [Hofmann et al. 1997; Opdal et al. 
2002; Santorelli et al. 1996]. Zusätzlich konnte in unabhängigen Studien eine hohe 
Mutationsrate und ein modifiziertes Mutationsmuster in der D-loop-Region im 
Vergleich zu Kontrollgruppen aufgezeigt werden. Dieser Austausch von 
Nukleotiden ist nicht letal. Allerdings weist eine hohe Austauschrate im D-loop auf 
ein instabiles mitochondriales Genom hin und deutet damit auf weitere schädliche 
Mutationen in anderen mitochondrialen Sequenzbereichen [Hofmann et al. 1997; 
Opdal et al. 1999]. Bis heute konnten mindestens 60 Mutationen im gesamten 
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mitochondrialen Genom in vereinzelten Fällen mit dem Syndrom des Plötzlichen 
Säuglingstodes in Zusammenhang gebracht werden [Opdal et al. 2011]. Viele 
dieser Mutationen wurden in einem oder nur wenigen SIDS-Fällen gefunden. 
Derzeitig ist keine spezifische und wiederkehrende mitochondriale Mutation 
bekannt, die allein mit dem Plötzlichen Säuglingstod assoziiert ist. Daher wird von 
einigen Autoren der Zusammenhang von mtDNA-Mutationen und dem Plötzlichen 





Ziel dieser Studie war es, herauszufinden, ob bestimmte mtDNA-Haplogruppen 
sowie mit Krankheiten assoziierte mitochondriale Mutationen beim Syndrom des 
Plötzlichen Säuglingstodes gehäuft vorkommen. 
Bisherige Studien haben nicht-kodierende Bereiche des mitochondrialen Genoms 
und die tRNA-kodierenden Sequenzabschnitte untersucht [Opdal et al. 1998, 
2006]. Die mitochondriale Haplogruppe wurde bisher nur in einem geringen 
Umfang im Zusammenhang mit SIDS ermittelt [Divne et al. 2003]. 
 
Folgende Fragestellungen waren für die vorliegende Arbeit von wesentlicher 
Bedeutung: 
 
1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen einer bestimmten Haplogruppe und 
dem Plötzlichen Säuglingstod? 
2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen bereits bekannten sogenannten  
  pathogenen mitochondrialen Mutationen und dem Plötzlichen Säuglingstod? 
3. Wird bei SIDS-Fällen verstärkt Heteroplasmie beobachtet? 
 
Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden SIDS- und Kontrollfälle aus der 
GeSID-Studie untersucht. Im Vorfeld wurden DNA-Extraktionsmethoden optimiert. 
Ein forensisches Screening-Verfahren zur postmortalen Diagnose von 
mitochondrialen Haplogruppen-Polymorphismen kombiniert mit potentiell 
pathogenen mitochondrialen Mutationen wurde bisher nicht beschrieben. Es kann 
möglicherweise die Erkenntnisse über den Pathomechanismus beim Plötzlichen 
Säuglingstod bereichern. 
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben stammten aus der GeSID-
Studie und wurden von den daran beteiligten Instituten (GeSID-Group) zur 
Verfügung gestellt [Vennemann et al. 2005a].  
Von jedem SIDS-Fall wurden folgende Gewebeproben der drei Keimblätter 
analysiert:  
   Mesoderm:  Herz und Diaphragma  
   Ektoderm:   Medulla oblongata    
Entoderm:   Leber und Lunge  
Die mtDNA wurde aus gefrorenen bzw. aus Formalin fixierten und in Paraffin 
eingebetteten (FFPE-) Gewebeproben extrahiert. Bevorzugt wurden gefrorene 
Gewebeproben verwendet.  
Bei 195 der insgesamt 333 SIDS-Fälle dieser Studie wurde aus mindestens einer 
Gewebeprobe jedes Keimblattes die DNA extrahiert und analysiert (Tabelle 6). 
 
Tabelle 6: Untersuchungsmaterial 
Gewebe Leber Lunge Herz Diaphragma 
Medulla 
oblongata gesamt 
gefroren (-80°C) 3 186 161 0 191 536 
FFPE-Gewebe 154 7 24 128 4 317 
nicht vorhanden 38 2 10 67 0 122 
SIDS-Fälle gesamt 195 195 195 195 195 975 
 
Die Kontrollgruppe bestand aus 151 Mundschleimhautabstrichen von 
nichtverwandten, gesunden Kleinkindern im Alter zwischen einem und fünf Jahren.  
 
Für die Untersuchungen lagen sowohl die Einverständniserklärungen der Eltern 
als auch das positive Votum der Ethikkommission vor. 
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ABI PRISM 310 Genetic Analyzer    Applied Biosystems, Foster City, USA  
ABI PRISM 7000               Applied Biosystems, Foster City, USA  
Biocut 1130                  Reichert LABTEC, München, Deutschland 
Biofuge 13                   Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
Biofuge primo                 Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 
Biometra T3 Thermocycler         Biometra, Göttingen, Deutschland 
Genetic Analyzer 3130xl          Applied Biosystems, Foster City, USA  
Ikamag® RCT                 Janke & Kunkel GmbH & Co KG, IKA    
                         Labortechnik, Staufen, Deutschland 
Kühlgerät                   Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Maxwell(R) 16 Instrument         Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 
Multiphor II Elektrophoreseeinheit    Pharmacia LKB, Freiburg, Deutschland 
Multidrive XL Stromversorger       Pharmacia LKB, Freiburg, Deutschland 
Schüttelwasserbad             GFL - Gesellschaft für Labortechnik mbH 
                         Burgwedel, Deutschland  
Schwenker                  GFL - Gesellschaft für Labortechnik mbH 
                         Burgwedel, Deutschland 
TRIO-Thermoblock             Biometra, Göttingen, Deutschland 
Vortex-Mixer                 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,  
                         Schwabach, Deutschland 
Waage Sartorius BP121S         Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 






Ammoniumperoxodisulfat (APD)     Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
AmpliTaq Gold Buffer (10 x)        Applied Biosystems, Foster City, USA 
Chloroform-Isoamylalkohol, 24:1  SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
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Borsäure                    Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Bovines Serum Albumin (20 mg/ml)   MoBiTec GmbH, Göttingen, Deutschland 
Bromphenolblau               Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
BT Chelex® 100 Resin           Bio-Rad Laboratories GmbH, München,  
                         Deutschland 
Buffer (10 x) with EDTA           Applied Biosystems, Foster City, USA 
EDTA-Na/Titriplex III (1mM)        Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Essigsäure (100%)             Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Ethanol (≥ 99,8 %)              Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,     
                         Deutschland 
Exonuclease I  (20 U/µl)           New England BioLabs, Frankfurt am Main,  
                         Deutschland 
Formaldehyd (37 %)             Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Glycerol  SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
Hi-DiTM Formamide             Applied Biosystems, Foster City, USA 
HPLC-Wasser                J.T. Baker, Center Valley, USA 
Magnesium chloride (50 mM)       Applied Biosystems, Foster City, USA 
Natriumacetat-Trihydrat           Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Natriumcarbonat               Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Natriumchlorid                Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland  
Natriumlaurylsulfat (SDS)  SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
Natriumthiosulfat               Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
PCR Gold Buffer (10 x)           Applied Biosystems, Foster City, USA 
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Performance Optimized Polymer 4    Applied Biosystems, Foster City, USA 
Performance Optimized Polymer 7    Applied Biosystems, Foster City, USA 
Phenol-Chloroform (70 %)         Applied Biosystems, Foster City, USA 
Rotiphorese® Gel 40, 29:1         Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,     
                         Deutschland 
Salpetersäure (65 %)            Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Schwefelsäure (100 %)           Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/µl)  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,   
                         Deutschland 
Silbernitrat                   Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,     
                         Deutschland 
Tetramethylethylendiamine  SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
Tris (10 mM)                 Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      
                         Deutschland 
Xylol, reinst                  Merck Eurolab GmbH, Darmstadt,      





ABI PRISM® SNaPshot® Multiplex Kit Applied Biosystems, Foster 
City, USA 
Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster 
City, USA 
BIOsticTM FFPE Tissue DNA Isolation Kit MO BIO Laboratories, 
Carlsbad, USA 
DNA IQ Casework Pro Kit für Maxwell 16       Promega GmbH, Mannheim,  
                                Deutschland  
Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit  Promega GmbH, Mannheim,  
                                Deutschland 
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MICROCON® Centrifugal Filter Devices Millipore Headquarters, 
Billerica, USA 
Nonaplex QS PCR Amplification Kit           Biotype Diagnostic GmbH,  
                                Dresden, Deutschland 
Nucleo Spin® Tissue Kit                 Macherey-Nagel GmbH & Co. 
                                KG, Düren, Deutschland 
Performa® DTR Gel Filtration Cartridges       Edge Bio Systems,        
                                Gaithersburg,  USA 
qPCR MastermixTM                    Eurogentec GmbH, Köln,    
                                Deutschland 
QuantifilerTM Human DNA Quantification Kit     Applied Biosystems, Foster   
                                City, USA 
QIAGEN® Multiplex PCR Kit               QIAGEN, Hilden, Deutschland 
QIAmp® DNA Mini                     QIAGEN, Hilden, Deutschland  





AmpliTaq Gold Polymerase (5 U/ml)   Applied Biosystems, Foster City, USA  
Proteinase K (20 mg/ml)          Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,   
                         Deutschland         
 
 
2.1.6 Größenmarker, dNTPs 
 
GeneScanTM LIZ120® Size Standard   Applied Biosystems, Foster City, USA  
123 bp DNA Ladder (33,3 ng/µl)     InvitrogenTM Life Technologies, Karlsruhe, 
                         Deutschland 
dNTPs (100 mM)               Applied Biosystems, Foster City, USA 
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Primer                     biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland  
Sonde                     Eurogentec GmbH, Köln, Deutschland 
 






ABI PRISM® 310 Data Collection Software Version 2.0 
 
3130 Data Collection Software Version 3.0 
 






ABI PRISM 7000 SDS Software Version 1.2.3 
 
Sequencing Analysis Software Version 3.0 
 
Sequence Navigator Software Version 1.0.1 
 
UCSC-Genome-Software 
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Die Vorversuche zur DNA-Extraktion wurden anhand von vier FFPE-Gewebearten  
(je Gewebeprobe drei Gewebeschnitte mit einer Schichtdicke von 0,3 µm) eines 
SIDS-Falles aus dem hiesigen Institut durchgeführt und basierten auf 
verschiedenen Methoden: 
 
1. Bei der erste Methode, dem „Maxwell® 16 FFPE Plus DNA Purification Kit“ der 
  Firma Promega, wird die DNA an paramagnetische Partikel 
  gebunden  und aus dem Zellextrakt präzipitiert. Durch Puffer-Zugabe werden 
  die für die automatisierte Extraktion notwendigen Salzkonzentrationen und  pH- 
  Bedingungen  eingestellt. Überschüssige Zellbestandteile und unerwünschte 
  Verunreinigungen  werden über mehrere Waschschritte mit entsprechenden 
   Puffern entfernt. Über  Änderungen des pH-Wertes wird die DNA in Lösung 
  gebracht und von den  paramagnetischen Partikeln abgetrennt [Promega. DNA 




Abbildung 5: Extraktion „Maxwell
®
 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit“ 
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2. Die zweite Extraktionsmethode, der „BIOsticTM FFPE Tissue DNA Isolation Kit“  
  der Firma Mo Bio Laboratories, verläuft unter Anwendung von Silikamembran- 
  beschichteten Säulen. Silikagel, ein farbloses, poröses und amorphes  
  Siliziumdioxid (SiO2), ist stark hygroskopisch und eignet sich in diesem Fall als  
  Adsorptionsmaterial. Eine spezifische Zusammensetzung gebrauchsfertiger  
  Puffer ermöglicht die komplette Paraffinauflösung und eine gesteigerte  
  Proteinase K-Aktivität. Die Zugabe chaotroper, salzbindender Puffer und  
  absolutem Ethanol dient der Einstellung optimaler Bindungsbedingungen (pH- 
  Wert, Salzkonzentration) der DNA an die Silikamembran im Filter.  
  Waschschritte dienen dem Entfernen von Proteinen, anderen nicht wässrigen  
  Verunreinigungen und unerwünschten Salzen. Der Prozess der DNA-Bindung  
  ist reversibel und spezifisch für Nukleinsäuren [Mo Bio Laboratories. BIOsticTM  
  FFPE Tissue DNA Isolation Kit. Instruction Manual. 2011]. 
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Abbildung 6: Extraktion „BIOstic
TM
 FFPE Tissue DNA Isolation Kit“ 
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Im Unterschied zu den beiden bisher beschriebenen Methoden wurden die FFPE-





Abbildung 7: Entparaffinierung Xylol 
 
3. Bei der dritten Methode werden Zellbestandteile mittels Chelex (5 %) aufgrund  
  hoher Temperatureinflüsse aufgebrochen. Das Styroldivinylbenzolcopolymer 
  bewirkt, dass hydrophobe Zellbestandteile gebunden werden. Das Enzym  
  Proteinase K (20 mg/ml) ermöglicht u. a. die Hydrolyse der Membranproteine, 




Abbildung 8: Extraktion Chelex 
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4. Die vierte Extraktionsmethode basiert auf unterschiedlichen Löslichkeiten von  
  Stoffen und deren Trennung in eine wässrige Nukleinsäure-Phase und eine  
  organische Phase. Über mehrere Schritte werden Proteine und andere  
  Hemmstoffe aus der wässrigen Phase entfernt [Roth. Phenolische DNA  




Abbildung 9: Extraktion Phenol-Chloroform 
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5. Das Prinzip der fünften Methode unter Anwendung des „Nucleo Spin® Tissue  
  Kits“ der Firma Macherey-Nagel beruht auf dem gezielten Binden der DNA an  
  eine Silikamembran, dem Auswaschen unerwünschter Substanzen und der  
  abschließenden DNA-spezifischen Elution, ähnlich dem Prinzip des „BIOsticTM  
  FFPE Tissue DNA Isolation Kit“ (Methode eins). Allerdings entfällt die  
  Entparaffinierung während der Lyse [Macherey-Nagel. Genomic DNA from  




Abbildung 10: Extraktion „Nucleo Spin
®
 Tissue Kit“ 
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6. Grundlage der sechsten Extraktionsmethode, dem „QIAmp® DNA Mini Kit“ der 
  Firma QIAGEN, ist erneut das Silikamembran-beschichtete Säulen-System  




Abbildung 11: Extraktion „QIAmp
®
 DNA Mini Kit“  
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2.2.2 Quantifizierung der DNA 
 
Nachdem bei den Vorversuchen die vier Gewebearten eines SIDS-Falles mit 
sechs verschiedenen Methoden extrahiert wurden, wurde die Qualität und 
Quantität sowohl der nDNA als auch der mtDNA geprüft. Dies erfolgte unter 
Verwendung der Real-Time PCR (Polymerase chain reaction). 
 
 
2.2.2.1 Quantifizierung der Zellkern-DNA mittels Real-Time PCR 
 
Die Quantifizierung der DNA erfolgt mittels Real-Time PCR unter Einsatz des ABI 
Prism 7000 der Firma Applied Biosystems und unter Verwendung des 
„QuantifilerTM Human DNA Quantification Kits“. Hierbei wird die Konzentration der 
DNA bestimmt, indem sie einer Verdünnungsreihe (50 ng/µl - 23 pg/µl), hergestellt 
aus einer Standard-Probe mit bekannter Konzentration, gegenübergestellt wird. 
Bei der Real-Time PCR unter Verwendung des „QuantifilerTM Human DNA 
Quantification Kits“ wird die Bildung von humanspezifischen Amplifikaten 
kontinuierlich gemessen. Bei dem 62 bp-langen Fragment handelt es sich um 
einen Bereich im humanen Telomerase-Gen (5p15.22). Die PCR läuft unter den in 
der folgenden Tabelle angegebenen Bedingungen ab: 
 










Denaturierung 95°C - 10 min 
Denaturierung 
Annealing 
95°C - 15 s 
60°C - 1 min  
 
 
Nach der Denaturierung des DNA-Doppelstranges in seine Einzelstränge lagern 
sich Telomerase-Gen-spezifische Primer komplementär an die Zielsequenz 
(Abbildung 12). Zusätzlich bindet eine mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte 
TaqMan-Sonde spezifisch an die komplementäre Sequenz zwischen forward- und 
reverse-Primer. Die Sonde setzt sich zusammen aus einem Reporter-Fluorophor 
(FAM) am 5´-Ende und einem nichtfluoreszierenden Quencher am 3´-Ende. 
Aufgrund des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers zwischen den beiden wird 
40 x 
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die Fluoreszenz-Emission des Reporters verhindert. Während der Elongation wird 
die Sonde durch die 5´-3´-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq Gold DNA-
Polymerase abgebaut. Der Reporter wird vom Quencher getrennt, wodurch der 
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer unterbrochen wird. Das hat zur Folge, 
dass der Reporter Photonen emittiert, deren Intensität proportional der gebildeten 
DNA-Menge ist. Die Fluoreszenz wird mit einem entsprechenden Detektor im 
Thermocycler kontinuierlich nach jedem PCR-Zyklus gemessen.  
Nach der Analyse werden die Ergebnisse mittels „ABI PRISM 7000 SDS Software 




Abbildung 12: Real-Time PCR (nach Butler 2012) 
 
Neben der Quantifizierung durch den humanspezifischen Assay erfolgt der IPC 
(internal PCR control) Assay. Dieser enthält neben einer IPC Template-DNA (eine 
synthetisierte Sequenz, die in der Natur nicht vorkommt), zwei Primer zur 
Amplifikation der IPC Template-DNA und eine TaqMan® Sonde, die mit dem 
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Farbstoff VIC® markiert ist. Neben der Quantifizierung der DNA-Extrakte kann 
demnach durch die parallele PCR der IPC Template-DNA eine Aussage über das 
Vorhandensein von PCR-Inhibitoren im jeweiligen Extrakt gemacht werden. 
Befindet sich der Analyse-Wert der IPC Template-DNA oberhalb eines bestimmten 
Schwellenwertes, ist das ein Hinweis darauf, dass die PCR durch unerwünschte 
Substanzen gehemmt wird [Applied Biosystems. Quantifiler® Kits - Quantifiler® 
Human DNA Quantification Kit and Quantifiler® Y Human Male DNA Quantification 
Kit. User Manual. 2012]. 
 
 
2.2.2.2 Quantifizierung der mitochondrialen DNA mittels Real-Time PCR 
 
Das Prinzip der Quantifizierung mitochondrialer DNA mittels ABI Prism 7000 
entspricht dem der Quantifizierung nukleärer DNA mittels Real-Time PCR. Zum 
Einsatz kommen mtDNA-spezifische Primer, eine Sonde und ein kloniertes PCR-
Template mit bekannter mtDNA-Kopienzahl (108 - 103 Kopien/µl). Die 
Quantifizierung der mtDNA erfolgt in Anlehnung an Köhnemann et al. 2010 
(Tabelle 8). 
 
Tabelle 8: Quantifizierung der mtDNA - Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen 
Reagenzien Menge 
(in µl) 
qPCR Master Mix 6,75 
Primerpaar (je 50 pmol) 0,2 








Inkubation 50°C - 2 min 
Denaturierung 95°C - 10 min 
Denaturierung 
Annealing 
95°C - 15 s 
60°C - 1 min  
 
 
Zur Auswertung der Daten wird die „ABI PRISM 7000 SDS Software Version 
1.2.3“ angewandt.  
50 x 
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2.2.3 Aufreinigung der DNA-Extrakte 
 
Zur Aufreinigung der Chelex-Extrakte aus den Vorversuchen (vier Gewebearten 
eines hiesigen SIDS-Falles) wurden zwei verschiedene Methoden angewandt. 
 
 
2.2.3.1 Aufreinigung „MICROCON® Centrifugal Filter Devices“ 
 
Diese Methode dient dem Entfernen in Lösung befindlicher Salze und der 
Konzentrierung, sowohl von degradierten DNA-Extrakten als auch amplifizierten 
DNA-Fragmenten. Dabei beruht das Verfahren auf einer porenspezifischen 
Membran aus regenerierter Zellulose. Das verwendete Säulen-System Microcon 
100 ermöglicht die Entsalzung und Konzentrierung doppelsträngiger DNA-
Abschnitte ab einer Länge von 125 bp [Millipore. Microcon® Centrifugal Filter 




Abbildung 13: Aufreinigung „MICROCON® Centrifugal Filter Devices“  
                                             Methoden 
                                                  38 
 
2.2.3.2 Aufreinigung „QIAquick PCR Purification Kit“ 
 
Die Aufreinigung von DNA-Extrakten bzw. PCR-Produkten mit dem „QIAquick 
PCR Purification Kit“ der Firma QIAGEN beruht auf einem Silikamembran-
beschichteten Säulen-System. Das Prinzip entspricht den Reinigungs- und 
Elutionsschritten des „QIAmp® DNA Mini Kits“ und des „Nucleo Spin® Tissue Kits“ 
(Methode fünf und sechs der Extraktionsvorversuche). Produkte zwischen 100 und 
10 kbp können aufgereinigt werden [Dugan et al. 2002; QIAGEN. QIAquick PCR 




Abbildung 14: Aufreinigung „QIAquick PCR Purification Kit“  
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2.2.4 SNP-Analyse ausgewählter mitochondrialer Nukleotidpositionen 
 
Ein Teil der vorliegenden Arbeit umfasste die Bestimmung der mitochondrialen 
Haplogruppe und die Untersuchung von 37 mitochondrialen Mutationen, die 
bereits mit Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wurden. Zur Bestimmung 
der Haplogruppe wurden 32 spezifische Polymorphismen des mitochondrialen 
Genoms parallel untersucht. Die Analyse der 37 pathogenen Mutationen verlief in 
Analogie. Beide Verfahren unterschieden sich bezüglich der Lokalisation der zu 
überprüfenden Nukleotidpositionen und den umgebenden Sequenzabschnitten. 
Der folgende Abschnitt stellt den in Abbildung 15 dargestellten Arbeitsablauf 
beider Methoden vor. Das entsprechende Amplifikations-Protokoll (SIDS - 





Abbildung 15: Überblick über das Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren  
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide zur Bestimmung der 
mitochondrialen Haplogruppe sind Teil eines von Köhnemann et al. 2009 im 
hiesigen Institut etablierten Sets aus 27 Primerpaaren und 32 Single-Base-
Extension-Primer (SBE-Primer). Der SNP-Assay findet bereits Anwendung in der 
Routine-Arbeit, bei der Untersuchung von Spurenmaterial, bei dem eine geringe 
DNA-Konzentration (z. B. telogene Haare, Zähne) bzw. stark degradierte DNA,  
(z. B. alte Knochen, FFPE-Gewebeproben) zu erwarten ist.  
Angaben zu der genauen Sequenz und Position der Primer finden sich in den 
Tabellen A 3, A 4 und A 5 im Anhang. 
 
Der in dieser Arbeit entwickelte Assay zur Untersuchung potentiell pathogener 
Mutationen basiert auf bekannten mitochondrialen Mutationen, die nach Opdal  
et al. 2004 mit dem Plötzlichen Säuglingstod in Zusammenhang gebracht werden. 
Zusätzlich werden mit Mitochondriopathien assoziierte mitochondriale Mutationen 
einbezogen [Wong 2010, Gropman et al. 2004, Chinnery et al. 2000, 2010; 
Wallace et al. 1995]. In Tabelle neun sind die 37 pathogenen Mutationen 
zusammengefasst. 
 
Bewusst sind die mitochondrialen Haplogruppen-Polymorphismen A2706G, 
C7028T, G12372A und C14766T, die von Opdal et al. 2004 als pathogene 
Mutationen für den Plötzlichen Säuglingstod aufgeführt werden, als interne 
Kontrolle in den Assay zur Bestimmung der potentiell pathogenen Mutationen 
aufgenommen.  
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Tabelle 9: mit Mitochondriopathien/SIDS assoziierte Mutationen 
Mitochondriopathie 
Nukleotid-















































Ala - Thr 
















Ala - Thr 
Arg - His 









Leu - Arg 
Leu - Pro 



















































Sensorineurale Taubheit A7445G CO1 synonym 
Aminoglykosidisch 
induzierte Taubheit 
A1555G 12S rRNA nicht-kodierend 
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Aus der überarbeiteten Cambridge Referenz Sequenz der humanen 
mitochondrialen DNA (MITOMAP-Datenbank: NC_012920; gi:251831106) wurden 
mittels Primer 3-Software die Oligonukleotide entwickelt. Das Design der Primer 
erfolgte nach den in der folgenden Tabelle zusammengefassten allgemein gültigen 
Regeln: 
 
Tabelle 10: Empfehlungen zum Primer-Design (nach Mühlhardt 2003) 
Primer-Anforderungen mögliche Folgen 
Primer-Länge zwischen 18 - 30 bp Stabilisierung der Bindung 
G-/C-Anteil zwischen 40 - 60% Stabilisierung der Bindung 
maximal 4 gleiche Basen hintereinander Fehlhybridisierungen, 
Leserasterverschiebung 
Schmelztemperatur zwischen 55 - 80 °C ausreichend hohe Annealing-Temperatur 
möglich 
am 3´-Ende: 1 - 2 Guanin-/Cytosin-
Basen 
bessere Bindung und Elongation 
am 3´-Ende: maximal 3 Guanin-/Cytosin-
Basen 
unspezifische Amplifikationsprodukte  
vermeiden 
spezifische Sequenz keine unspezifischen Amplifikationsprodukte 
keine internen Sekundärstrukturen Hybridisierung mit der Template-DNA 
möglichst HPLC- oder PAGE-Reinigung ungehemmte Amplifikation 
 
Im Laufe der Evolution sind Kopien mitochondrialer Sequenzen in die nukleäre 
Erbsubstanz eingebaut wurden. Die nDNA enthält demnach Kopien 
mitochondrialer Bereiche (NUMTS, nuclear mitochondrial insertions). Das 
mitochondriale Genom findet sich zu Tausenden in einer Zelle, sodass die 
Kopienzahl der NUMTS die mitochondriale Sequenz nicht überschreiten und es 
demnach keinen Einfluss einer Co-Amplifikation geben sollte [Calvignac et al. 
2010]. Um das Risiko einer Co-Amplifikation zusätzlich zu verringern, wurden die 
konstruierten Primer unter Verwendung der „UCSC-Genome-Software“ und mittels 
„BLAST-Software“ auf ihre mtDNA-spezifische Bindungsfähigkeit überprüft. Das 
Kriterium bei der Auswahl der Primer war, dass bei den Software-Analysen keine 
nukleären Entsprechungen gefunden wurden [Goios et al. 2008]. Abschließend 
wurden unter Anwendung des Programmes „AutoDimer“ die Oligonukleotide 
bezüglich unerwünschter Primer-Dimere bzw. Hairpin-Strukturen analysiert 
[Vallone et al. 2004a].  
Die mittels Software entworfenen und auf unspezifische Bindungen überprüften 
SBE-Primer, dienten dem Nachweis des Wildtyp- oder Mutanten-Allels.  
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Um die Mutationen innerhalb eines Farbkanals differenzieren zu können, wurde 
die Länge der SBE-Primer spezifisch definiert. Hierzu wurden sie am 5´-Ende mit 
Polynukleotiden (dGACT) verlängert. Ein Abstand von vier Basenpaaren zwischen 
den Peaks sollte für jeden Farbkanal resultieren.  






Zu Beginn wurden mittels einer PCR-Reaktion, ausgewählte Sequenz-Bereiche 
des mitochondrialen Genoms spezifisch vervielfältigt. Diese Sequenz-Abschnitte 
konnten mehrere der zu untersuchenden Sequenzvariationen enthalten.  
 
Bei der Haplogruppen-Bestimmung werden parallel 27 Fragmente zwischen 51 
und 196 bp amplifiziert. 19 Fragmente, zwischen 89 und 292 bp lang, werden 
parallel unter der gleichen Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und 
identischen PCR-Bedingungen (Tabelle 11) zur Analyse der 37 potentiell 
pathogenen Mutationen amplifiziert.  
Die „touch-up“ PCR wird eingesetzt, da die Analyse der mitochondrialen DNA 
häufig nur bei schwierig zu amplifizierenden Proben verwendet wird. Eine geringe 
Annealing-Temperatur zu Beginn ermöglicht eine einfache Primerbindung. Mit 
dem Anstieg der Temperatur nach jedem Zyklus um 0,2°C wird das Annealing 
spezifischer. Eine unspezifische Amplifikation nach einer gewissen Zyklenzahl 
wird verhindert [Butler 2012, 69-97; Rolf et al. 2004; Rowther et al. 2012].  
Die Sequenzen der jeweiligen Primerpaare sind in Tabellen (A 3 bzw. A 6) im 
Anhang zusammengefasst. 
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MgCl2 (50 mM) 1,25 
dNTP (25 mM) 1,25 
AmpliTaq Gold Buffer (10 x) 1,25 
BSA (20 mg/ml) 0,2 
AmpliTaq Gold (5 U/ml) 0,2 
je Primer (je 4 pmol) 0,1 
DNA-Extrakt 2,0 
Reaktionsansatz gesamt 7,0 
Multiplex-PCR 
 




95°C - 30 s 
55°C - 45 s 3 x 
72°C - 30 s 
95°C - 30 s 
55°C - 45 s * 19 x 
72°C - 30 s 
95°C - 30 s 
60°C - 45 s 11 x 
72°C - 30 s 
Final Extension 72°C - 7 min 
 4°C - ∞ 
 
* aufsteigend 0,2°C pro Zyklus 
 
Alternativ zum selbsthergestellten Reaktionsansatz wurde der „QIAGEN® Multiplex 
PCR Kit“ getestet, welcher einen einsatzbereiten Multiplex-PCR Master Mix 
enthält. Der Master Mix besteht aus einer HotStarTaq® DNA-Polymerase, einem 
Multiplex-PCR-Puffer und dem Deoxynukleotid Triphosphat-Mix. [QIAGEN. 
QIAGEN® Multiplex PCR. Handbook. 2010]. 
Nachfolgende Tabelle zeigt den Reaktionsansatz und die PCR-Bedingungen: 
 
Tabelle 12: Multiplex-PCR II - Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen 
 
Reagenzien Menge  
(in µl) 
Multiplex-PCR Master Mix 6,25 
Primerpaar (je 4 pmol) 0,8 
DNA-Extrakt 2,0 
Reaktionsansatz gesamt ad 14,0 
Multiplex-PCR 
 




94°C - 30 s 
64°C - 50 s 30 x 
72°C - 40 s 
Final Extension 60°C - 20 min 
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2.2.4.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese 
 
Zur Kontrolle der Amplifikation wurden die PCR-Produkte in einem 9,3 %-igen 
Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel) ihrer Größe nach aufgetrennt und anschließend 
mittels Silbernitrat gefärbt. Durch das Mitführen eines Standards (123 bp DNA 
Ladder) mit bestimmten DNA-Fragmenten, konnten die Fragment-Längen der 
Amplifikate beurteilt werden. Zusätzlich diente der Standard als positive Kontrolle 
für die Silberfärbung. Die Konzentration der amplifizierten DNA konnte an der 
Bandenintensität abgeschätzt werden. 
 
Bei der Elektrophorese wandern negativ geladene Moleküle (PCR-Produkte) unter 
Anlegen einer Spannung durch das Polyacrylamid-Gel von der Kathode zur 
Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld hängt dabei von der 
Feldstärke, der Ladungsgröße des Moleküls, der Größe und Form des Moleküls 
(Molmasse), dem Trägermedium (z. B. Papier, Agarose- oder Polyacrylamid-Gel) 
und dem pH-Wert des Trägermediums ab. Hinsichtlich gleicher Größe, aber 
unterschiedlicher Ladungen passieren hochgeladene Moleküle schneller das 
Trägermedium. Angesichts gleicher Ladung und unterschiedlicher Größe 
gelangen kleinere Teilchen schneller in Richtung Anode. Demnach wandern 
große, gering geladene Moleküle am langsamsten durch ein Gel [Allen et al. 
1989]. Je nach Größe des PAA-Gels sind die Einstellungen der Stromwerte bei 
der Elektrophorese variabel (9,3 %-iges PAA-Gel: 1.000 V, 25 mA, 15 W,  
ca. 25 min). Im Anschluss an die Gelelektrophorese werden die PCR-Produkte 
mittels Silbernitrat angefärbt (Abbildung 16). Diese Färbung dient qualitativ der 
Visualisierung des Amplifikationserfolges, semiquantitativ der Amplikonmenge und 
der Fragment-Längen-Bestimmung [Blum et al. 1987].  
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Abbildung 16: Silbernitrat-Färbung  
 
 
2.2.4.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 
 
Nachdem die DNA-Fragmente erfolgreich mittels Gelelektrophorese 
nachgewiesen wurden, mussten ungebundene Nukleotide, restliche Primer, Salze 
und die DNA-Polymerase für die nachfolgende SNaPshot-Reaktion entfernt 
werden.  
 
Neben den beiden unter 2.2.3 beschriebenen Methoden zur 
Aufreinigung/Konzentrierung von DNA-Extrakten bzw. PCR-Produkten können 
Amplifikate auch durch eine enzymatische Reaktion aufgereinigt werden. Jede 
Probe wird mit 1,25 µl Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP; 1 U/µl) und 0,04 µl 
Exonuklease I (EXO; 20 U/µl) versetzt. Exonuklease I baut die Einzelstrang-DNA 
ab, indem vom Ende des Primers Nukleinsäuremonomere abgespalten werden. 
SAP ist in der Lage, die 5´-Enden überschüssiger Deoxynukleotid Triphosphate 
(dNTPs) zu dephosphorylieren. Die Aktivität beider Enzyme wird nach einer 
Inkubationszeit von 95 min bei 37°C durch Erhitzen auf 78°C für 15 min 
deaktiviert, wodurch die enzymatische Reaktion kontrollierbar ist [Butler 2012, 
347-369].  
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Nach der Multiplex-PCR und Aufreinigung schloss sich die SNaPshot-Multiplex-
PCR an. Mit dieser Methode war es möglich, die 32 mitochondrialen 
Haplogruppen-Polymorphismen bzw. die 37 mitochondrialen, pathogenen 
Mutationen in je einem Multiplex-Ansatz (Tabelle 13) unter den gleichen PCR-
Bedingungen zu analysieren. 
 
Tabelle 13: SNaPshot-Reaktion - Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen 
 
Reagenzien Menge  
(in µl) 
SNaPshot Mix 1,25 
SNaPshot Primer je 0,1 
PCR-Produkt 2,0 






96°C - 10 s 
55°C - 5 s 25 x 
60°C - 30 s 
Final Extension 60°C - 10 min 
 4°C - ∞ 
 
 
Das Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren mittels SNaPshot-Multiplex-PCR 
geht zurück auf die Didesoxymethode nach Sanger et al. (1977). Der so genannte 
Single-Base-Extension-Primer (SBE-Primer)/SNaPshot Primer bindet 
komplementär genau eine Base vor der Lokalisation des Polymorphismus 
(Annealing) an die durch Denaturierung gebildete einzelsträngige DNA. Diese 
Primer unterscheiden sich, wie im Abschnitt „Primer-Design“ beschrieben, 
spezifisch in ihrer Länge (Tabelle A 4/A 5 bzw. A 7/A 8). Komplementär zum 
Nukleotid der Mutation wird der Primer, vermittelt durch eine DNA-Polymerase, um 
ein fluoreszenzmarkiertes Dideoxinukleotid-Triphosphat (ddNTP) am 3´-Ende 
erweitert (Elongation). Diese Kettenabbruch-ddNTPs besitzen keine 3´-
Hydroxygruppe, sodass die Verknüpfung mit der Phosphatgruppe des nächsten 
Nukleotids und damit eine Verlängerung des Primers am 3´-Ende durch die DNA-
Polymerase nicht mehr möglich ist. Der Vorteil der SNaPshot-Multiplex-PCR ist, 
dass in einem Reaktionsansatz zeitgleich mehrere SBE-Primer unterschiedlicher 
Größe binden können. Folglich entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher 
Länge, bestehend aus dem Primer und einem entsprechenden 
fluoreszenzmarkierten ddNTP [Applied Biosystems. ABI PRISM® SNaPshotTM 
Multiplex Kit. Protocol. 2010; Köhnemann et al. 2009; Paneto et al. 2010; Vallone 
et al. 2004b].  
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In der nachstehenden Abbildung sind die einzelnen Schritte der SNaPshot-




Abbildung 17: SNaPshot-Multiplex-PCR 
 
Der „SNaPshot Multiplex Kit“ der Firma Applied Biosystems basiert auf dem 
Prinzip des SNaPshot-Verfahrens. Jedes im SNaPshot-Reaktions-Mix enthaltene 
ddNTP ist mit einem der folgenden Fluoreszenzfarbstoffe markiert: 
 
Tabelle 14: Fluoreszenzmarkierungen der ddNTPs 
ddNTP Fluoreszenzfarbstoff Signalfarbe 
Adenin dR6G grün 
Cytosin dTAMRATM schwarz 
Guanin dR110 blau 
Thymin dROXTM rot 
 
 
2.2.4.6 Aufreinigung der SNaPshot-Produkte 
 
Überschüssige, fluoreszenzmarkierte ddNTPs wurden für die abschließende 
Kapillargelelektrophorese aus den SNaPshot-Produkten entfernt.  
 
Jeder Ansatz der SNaPshot-Reaktion wird mit 1,25 µl SAP (1 U/µl) versetzt, 
sodass die 5´-Enden ungebundener ddNTPs dephosphoryliert und damit in ihrer 
Bindungsfähigkeit gestört werden. Die Enzymaktivität wird nach einer 95 
minütigen Inkubation bei 37°C durch das Erwärmen auf 78°C für 15 Minuten 
inaktiviert.  
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Nach der Aufreinigung des SNaPshot-Ansatzes wurden die fluoreszenzmarkierten 
Fragmente entsprechend ihrer Länge und dem gebundenen Fluoreszenzfarbstoff 
kapillargelelektrophoretisch aufgetrennt. 
 
Für die Amplikon-Längenbestimmung werden zu 10 µl Hi-Di-Formamide (inklusive 
Längenstandard LIZ 120) jeweils 1 µl des SNaPshot-Produktes hinzugefügt. Durch 
Hitzedenaturierung (3 min, 95°C) werden die Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen den komplementären Strängen der markierten DNA-Fragmente 
aufgebrochen. Hi-Di-Formamide bewirkt, dass die Wasserstoffbrückenbindungen 
getrennt bleiben und zusätzlich die Salzkonzentration vermindert wird.  
Es wird das Modul „SNP36-POP4_1“ (Injektions-Zeit: 15 s; Injektions-Spannung: 
2.0 kV; Lauf-Spannung: 15.0 kV; Lauf-Temperatur: 60°C, Lauf-Zeit: 17 min) 
ausgewählt. 
Die Kapillargelelektrophorese dient der Auftrennung und der Detektion der 
fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte. Die geladenen DNA-Fragmente wandern 
entlang einer Spannung durch ein Medium. Es werden simultan vier Kapillaren mit 
einer Gelmatrix (Polymer) gefüllt und das Probenmaterial in die Kapillare injiziert. 
Die DNA-Amplifikate werden ihrer Länge nach aufgetrennt und passieren beim 
Durchqueren der Gelmatrix in Richtung Anode einen Argon-Ionen-Laser. Die 
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch diesen angeregt, Licht zu emittieren. Dieses 
wird mit einem Prisma der Wellenlänge nach aufgespalten und von einer 
Detektionseinheit (CCD-Kamera) erfasst. Sie wandelt die Fluoreszenzintensität 
und -art in Daten um, welche an die Datenerfassungssoftware („Data Collection 
Software“) übermittelt werden. Die Allel-Zuordnung erfolgt automatisch unter 
Anwendung der „GeneMapper-Software“.  
Das Ergebnis ist ein Elektropherogramm, wie es in der Abbildung 23 im Abschnitt 
3.2 dargestellt ist. Bei der Befund-Auswertung ist zu beachten, ob der SBE-Primer 
am vorwärtigen oder rückwärtigen Strang der DNA bindet. Bei einem vorwärtigen 
(forward) SBE-Primer entspricht das inkorporierte ddNTP dem nachzuweisenden 
Polymorphismus. Bei einem rückwärtigen (reverse) Primer ist der nachzuweisende 
Polymorphismus die komplementäre Base des inkorporierten ddNTP. 
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2.2.5 Sequenzierung der mitochondrialen DNA 
 
Nachdem von allen im Untersuchungsumfang enthaltenen DNA-Proben die 
mitochondriale Haplogruppe bestimmt und die 37 potentiell pathogenen 
Mutationen analysiert wurden, wurde die gesamte Sequenz des mitochondrialen 
Genoms von drei ausgewählten SIDS-Proben bestimmt. Dafür wurden die 
Gewebeproben der Medulla oblongata mit dem „Maxwell® 16 FFPE Plus DNA 
Purification Kit“ extrahiert. 
Der folgende Abschnitt stellt den in Abbildung 18 dargestellten Arbeitsablauf der 
Methode vor. Das entsprechende Amplifikations-Protokoll (SIDS-Sequenzierung) 




Abbildung 18: Überblick über die Sequenzierung  
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2.2.5.1 Primer Design 
 
Die Oligonukleotide zur Sequenzierung der humanen mtDNA basieren auf dem 
ehemals kommerziell erhältlichen „mitoSEQrTM-System“ der Firma Applied 
Biosystems. Die Sequenzen der 46 Primerpaare wurden auf Nachfrage von der 
Firma zur Verfügung gestellt. Durch den manuellen Abgleich mit der revidierten 
Cambridge Referenz Sequenz wurden fehlende oder abweichende Nukleotide in 
15 der insgesamt 92 Primer-Sequenzen aufgedeckt (Tabelle 15). Die korrigierten 
Primerpaare wurden unter Verwendung der „UCSC-Genome-Software“ und mittels 
„BLAST-Software“ auf ihre mtDNA-spezifische Bindungsfähigkeit überprüft. 
Abschließend wurden unter Anwendung des Programmes „AutoDimer“ die 
Oligonukleotide bezüglich unerwünschter Primer-Dimere bzw. Hairpin-Strukturen 
analysiert [Vallone et al. 2004a]. 
Das M13-Tailing innerhalb der Primer-Sequenzen des „mitoSEQrTM-System“, für 
eine vereinfachte Sequenzierreaktion durch M13-Primer, wurde nicht benötigt.  
 
Tabelle 15: Vergleich der „mitoSEQr
TM









Fragment 22 9043 reverse - C 
Fragment 25 9992 reverse - C 
Fragment 26 10259 reverse - A 
Fragment 27 10714 reverse - C 
Fragment 29 11017 forward C T 
Fragment 30 11916 reverse - T 
Fragment 31 12175 reverse - T 
Fragment 33 12976 reverse - C 
Fragment 34 13329 reverse - C 
Fragment 36 14102 reverse - T 
Fragment 39 15034 reverse - A 
Fragment 43 16534 reverse - A 
Fragment 44 16189 forward C T 
263 reverse C T 
Fragment 45 481 reverse - C 
Fragment 46 908 reverse - C 
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Die korrigierten Oligonukleotide des ehemals kommerziell erhältlichen 
„mitoSEQrTM-System“ der Firma Applied Biosystems ermöglichen die separate 
Amplifikation von 46 Fragmenten, welche eine Länge zwischen 369 bp (Fragment 
1) und 679 bp (Fragment 13) haben. Die Oligonukleotide sind so konstruiert, dass 
die mitochondriale Sequenz jeweils durch zwei Fragmente bestimmt wird. Die 
Fragmente weisen demnach überlappende Sequenzen von ca. 200 bp an jedem 
Ende auf. Der Reaktionsansatz und die PCR-Bedingungen sind in der 
nachfolgenden Tabelle zusammengefasst [Applied Biosystems. VariantSEQrTM 
and mitoSEQrTM Resequencing Systems. Protocol. 2006]: 
 
Tabelle 16: Singleplex-PCR - Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen 
 
Reagenzien Menge  
(in µl) 
MgCl2 (50 mM) 1,25 
dNTP (25 mM) 1,25 
AmpliTaq Gold Buffer (10 x) 1,25 
BSA (20 mg/ml) 0,2 
AmpliTaq Gold (5 U/ml) 0,2 
Primerpaar (je 0,4 pmol) 0,2 
HPLC-Wasser 0,65 
DNA-Extrakt 2,0 
Reaktionsansatz gesamt 7,0 
Singleplex-PCR 
 




94°C - 30 s 
60°C - 45 s 40 x 
72°C - 45 s 
Final Extension 72°C - 10 min 




2.2.5.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese 
 
Der Ablauf der Polyacrylamid Gelelektrophorese entsprach dem in Abschnitt 
2.2.4.3.  
 
Es wird die Amplifikation der einzelnen Fragmente überprüft. Für eine erfolgreiche 
Sequenzierung ist lediglich eine Bande entsprechend der erwarteten 
Fragmentlänge im 9,3 %-igen PAA-Gel sichtbar. PCR-Produkte mit unspezifischen 
Banden im Gel sind für die nachfolgendende Sequenzierreaktion nicht geeignet. 
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2.2.5.4 Aufreinigung der PCR-Produkte 
 
Für die Sequenzierreaktion ist eine sorgfältige Aufreinigung der PCR-Produkte 
notwendig. Ungebundene Nukleotide und Primerreste können die Sequenzierung 
beeinträchtigen. Des Weiteren kann die Aktivität der DNA-Polymerase die Qualität 
der Amplifikate, welche Ausgangsprodukte für die Sequenzierung sind, 
beeinflussen.  
 
Analog zu der Aufreinigung der Multiplex-Amplifikate zur Bestimmung der 32 
Haplogruppen-Polymorphismen bzw. 37 potentiell pathogenen Mutationen 





Die Analyse der Basenabfolge der mitochondrialen DNA-Abschnitte erfolgte nach 
der Kettenabbruch-Reaktion nach Sanger et al. 1977. Die Bedingungen unter 
denen die Sequenzierreaktion abläuft und die Zusammensetzung des 
Reaktionsansatzes sind in der folgenden Tabelle dargestellt: 
 
Tabelle 17: Reaktionsansatz und Sequenzierbedingungen 
 








Reaktionsansatz gesamt 9,25 
Sequenzierreaktion 
 




96°C - 10 s 
50°C - 5 s 25 x 
60°C - 4 min 
 4°C - ∞ 
 
 
Mit den Primern der Singleplex-PCR werden die mittels Denaturierung 
gespaltenen DNA-Abschnitte durch die Polymerase gezielt neusynthetisiert 
(Abbildung 19). Die Wahl des Primers (forward- oder reverse-Primer) bestimmt 
den Startpunkt der Neusynthese. Es handelt sich hier um eine lineare 
Amplifikation, da lediglich ein Primer verwendet wird. Der Sequenzieransatz 
enthält neben den vier erforderlichen dNTPs zusätzlich ddNTPs, welche mit vier 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Wie bei der SNaPshot-
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Technik können diese ddNTPs aufgrund der fehlenden 3´-Hydroxygruppen keine 
Bindung mit der 5´-Phosphatgruppe eines zweiten Nukleotids eingehen. Die 
Verlängerung des neusynthetisierten Stranges durch die DNA-Polymerase wird an 
dieser Stelle abgebrochen. Es resultieren unterschiedlich lange DNA-Amplikone, 
welche sich aufgrund des Fluoreszenzfarbstoffes des komplementär angelagerten 
ddNTPs unterscheiden. [Applied Biosystems. VariantSEQrTM and mitoSEQrTM 
Resequencing Systems. Protocol. 2006; Applied Biosystems. BigDye® Terminator 




Abbildung 19: Sequenzierreaktion 
 
 
2.2.5.6 Aufreinigung der Sequenzierprodukte 
 
Überschüssige Dye Terminatoren, ungebundene dNTPs/fluoreszenzmarkierte 
ddNTPs, Puffer und ungebundene Primer wurden mittels DTR-Gelfiltrationssäulen 
(Dye Terminator Removal) des Reinigungs-Kits „Performa® DTR Gel Filtration 
Cartridges“ der Firma EdgeBio entfernt. 
 
Die Säulen werden direkt vor dem Gebrauch zwei Minuten bei 750 g zentrifugiert 
und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das Sequenzierprodukt wird auf die 
Mitte der Säule pipettiert und erneut zentrifugiert (2 min, 750 g). Unerwünschte 
Substanzen gelangen nicht durch die Gelmatrix, während die Sequenzierprodukte 
das Gel passieren und im Filtrat vorliegen [EdgeBio. Performa® DTR Gel Filtration 
Cartridges. User Manual. 2012; Stewart et al 2003].  
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2.2.5.7 Sequenzanalyse mittels ABI PRISM 310 
 
Die Auftrennung und Detektion der fluoreszenzmarkierten Sequenzierprodukte 
erfolgte mittels Kapillargelelektrophorese.  
 
Es wird das Modul „P4 Rapid Seq (1ml) E“ (Injektions-Zeit: 30 s; Injektions-
Spannung: 1.0 kV; Lauf-Spannung: 15.0 kV; Lauf-Temperatur: 50°C, Lauf-Zeit: 20 
min) ausgewählt. Die Sequenzierprodukte werden entsprechend ihrer Länge 
aufgetrennt und die jeweilige Fluoreszenz detektiert. Die Auswertung der 
Rohdaten und die Darstellung der Ergebnisse erfolgt mittels „Sequencing Analysis 
Software“. Die Basen-Abfolge der Sequenzierprodukte wird bestimmt und die 
Ergebnisse als Elektropherogramm dargestellt. Unter Verwendung der „Sequence 
Navigator Software“ werden die Daten mit einer bekannten Referenzsequenz 
abgeglichen, und die festgestellten Abweichungen angezeigt [Applied Biosystems. 





Für die statistische Auswertung der Ergebnisse der beiden Multiplex-
Minisequencing-Analyseverfahren wurde der Chi2-Test verwendet.  
 
In einem Stichprobenumfang n wird geprüft, ob zwei Merkmale unabhängig 
voneinander auftreten (Nullhypothese) oder ob diese in Beziehung zueinander 
stehen bzw. voneinander abhängig sind. 
In einer Vierfeldertafel werden die Häufigkeiten, d. h. die Probenanzahl, für die die 
Merkmale zutreffen, zusammengestellt: 
 
Tabelle 18. Vierfeldertafel Chi
2
-Test 
 Merkmal A Merkmal A* Summe 
Merkmal B a b a + b 
Merkmal B* c d c + d 
Summe a + c b + d a + b + c + d 
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Bei Annahme der Nullhypothese (die Merkmale treten unabhängig voneinander 
auf) wäre χ2 = 0 bzw. χ2 befindet sich in einem Intervall, welches durch das 
Signifikanzniveau bestimmt wird. Für das in dieser Arbeit verwendete 
Signifikanzniveau von α = 5 % liegt das Intervall zwischen 0 und 3,841.  
Die beiden Merkmale sind voneinander abhängig (statistisch signifikant), wenn  
χ2 > 3,841 ist [criticalcare.at].  
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Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten zunächst Untersuchungen bezüglich der DNA-
Menge und -Qualität des vorliegenden Probenmaterials.  
Bei allen Vorversuchen wurden die vier FFPE-Gewebearten Lunge, Herz, 
Diaphragma und Leber parallel untersucht (je Gewebeprobe drei Gewebeschnitte 
mit einer Schichtdicke von 0,3 µm). 
Die verschiedenen Entparaffinierungs-, Extraktions- und Aufreinigungsmethoden 
wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese oder Real-Time PCR verglichen. 
Hinsichtlich der Multiplex-Minisequencing-Reaktion wurden die Proben mit dem im 
hiesigen Institut etablierten und in der Routine-Arbeit eingesetzten Verfahren zur 
Bestimmung 32 mitochondrialer Haplogruppen-Polymorphismen kapillargel-
elektrophoretisch analysiert [Köhnemann et al. 2009]. 
 
 
3.1.1 Auswahl einer Entparaffinierungsmethode 
 
Es wurden die vier FFPE-Gewebearten eines SIDS-Falles aus dem hiesigen 
Institut unter Verwendung von drei vorgestellten Methoden entparaffiniert und 
extrahiert.  
An die Xylol-Entparaffinierung schloss sich die Extraktion mittels Chelex an. Der 
„BIOsticTM FFPE Tissue DNA Isolation Kit“ und der „Maxwell® 16 FFPE Plus DNA 
Purification Kit“ verbinden die Entparaffinierung und die DNA-Extraktion. 
Kriterien für die Auswahl der Entparaffinierungsmethode waren das 
Vorhandensein typischer Bandenmuster im Polyacrylamid-Gel und das Erstellen 
eines Vollprofils bei der Multiplex-Minisequencing-Analyse zur Bestimmung der 
mitochondrialen Haplogruppe. 
Konnten mittels Multiplex-Minisequencing-Verfahren unter Verwendung des 
Assays zur Bestimmung der mitochondrialen Haplogruppe mindestens 30 Signale 
im Elektropherogramm dargestellt werden, wurde dies als Vollprofil definiert. 
Wurden weniger als 30 Signale detektiert und die Haplogruppe konnte dargestellt 
werden, wurde dies als Teilprofil benannt. Konnte, aufgrund fehlender Signale im 
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Elektropherogramm, keine mitochondriale Haplogruppe dargestellt werden, wurde 
dies im Folgenden als „nicht auswertbar“ bezeichnet [Köhnemann et al. 2011]. 
 




Abbildung 20: Polyacrylamid-Gel - Auswahl einer Entparaffinierungsmethode 
 
Im Polyacrylamid-Gel (PAA-Gel) stellten sich die verschiedenen Gewebeproben 
der drei Entparaffinierungsmethoden vergleichbar zu zwei Standard-DNA-Proben 
dar. Die Amplifikate mit den Längen 157 bp (A2706G, C2772T) und 196 bp 
(G1719A, A1811G) ließen sich im Gel nicht nachweisen.  
Nach der SNaPshot-Reaktion durch die Kapillargelelektrophorese ließen sich im 
Elektropherogramm jeder Gewebeprobe alle Merkmale der Haplogruppe H* in 
einem Vollprofil darstellen, wobei die Peakhöhen der genannten Polymorphismen 
der im Polyacrylamid-Gel fehlenden langen Fragmente deutlich geringer waren. 
Da die Ergebnisse der Kapillargelelektrophorese nach der Multiplex-
Minisequencing-Reaktion bei allen drei Verfahren identisch waren, war jede dieser 
Entparaffinierungsverfahren für weitere Analysen denkbar. Für die Wahl der 
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zukünftig anzuwendenden Entparaffinierungsmethode wurde demnach die 
kostengünstige Entparaffinierung mittels Xylol gewählt. 
 
 
3.1.2 Auswahl einer Extraktionsmethode 
 
Für die Extraktion der vier mittels Xylol entparaffinierten Gewebearten eines SIDS-
Falles aus dem hiesigen Institut wurden vier der vorgestellten 
Extraktionsmethoden getestet. 
Die Extraktion mittels Phenol-Chloroform, „Nucleo Spin® Tissue Kit“ und „QIAmp® 
DNA Mini Kit“ wurde in die Untersuchungen einbezogen. Da bei der Extraktion 
mittels Chelex PCR-Inhibitoren im Extrakt verbleiben, wurden die Gewebeproben 
in einem Doppelansatz mit Chelex extrahiert. Im Anschluss wurden die 
Gewebeproben eines Ansatzes mit den „MICROCON® Centrifugal Filter Devices“ 
und dem „QIAquick PCR Purification Kit“ aufgereinigt. Unter Berücksichtigung 
beider Chelex-Ansätze werden im Folgenden die Ergebnisse von fünf Verfahren 
vorgestellt. 
Kriterien für die Auswahl der Extraktionsmethode waren die DNA-Ausbeute und 
das Erstellen eines Vollprofils bei der Multiplex-Minisequencing-Analyse. 
Die Ergebnisse der nDNA-Quantifizierung sind in der folgenden Tabelle und dem 
dazugehörigen Diagramm (Abbildung 21) dargestellt: 
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Elutionsvolumen 300 µl 30 µl 30 µl 20 µl 50 µl 
Lunge  2.307 * 5.848 * 19 244 * 2.401 * 
Herz 345 * 3.786 * 2 141 * 1.437 * 
Diaphragma 114 * 670 * 2 10 376 * 
Leber 771 * 8.738 * 22 534 * 1.881 * 







































                                            Ergebnisse 
                                                  61 
 
In der nachfolgenden Tabelle und dem dazugehörigen Diagramm (Abbildung 22) 
werden die Ergebnisse der mtDNA-Quantifizierung und die der Multiplex-
Minisequencing-Analyse zusammengefasst: 
 












Elutionsvolumen 300 µl 30 µl 30 µl 20 µl 50 µl 
Lunge 8,5x108 1x108 2,8x107 1,8x108 5,3x108 
VP VP VP VP VP 
Herz 8,9x108 3,8x108 3,6x106 1x109 9,1x108 
VP VP VP VP VP 
Diaphragma 9,3x105 n. d. 2,5x104 3,1x107 1,4x106 
TP n.a. TP TP TP 
Leber 6,0x104 4,4x103 1,2x104 4,4x108 1x109 
VP n.a. VP VP VP 
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Die nDNA-Ausbeute bei allen Gewebeproben der Phenol-Chloroform-Extraktion 
war am niedrigsten. Die Gewebeproben der Chelex-Extraktion mit anschließenden 
Aufreinigungsschritten wiesen die höchste nDNA-Ausbeute auf. Eine Korrelation 
zwischen den nDNA- und mtDNA-Ausbeuten wurde nicht festgestellt. Die mtDNA-
Ausbeute war hundertfach bis millionenfach höher als die der nDNA, mit 
Ausnahme der Gewebeprobe des Diaphragmas bei der Chelex-Extraktion mit 
Aufreinigung. Hier war die mtDNA-Ausbeute nicht messbar, während die nDNA-
Ausbeute dieser Probe im Vergleich zu den anderen Extraktions-Verfahren am 
höchsten war. 
Eine gewebespezifische Konzentrationsverteilung konnte nicht festgestellt werden. 
Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion wurden in keiner der vier Gewebeproben 
PCR-Inhibitoren nachgewiesen (IPC < 30; Tabelle 19). Trotz PCR-Inhibitoren in 
den übrigen Extrakten waren die Ergebnisse der Multiplex-Minisequencing-
Analysen bis auf das Verfahren der aufgereinigten Chelex-Extrakte identisch 
(Tabelle 20). Die Diaphragma-Proben wiesen lediglich ein Teilprofil auf. Aus der 
mtDNA der übrigen drei Gewebearten wurde jeweils die Haplogruppe H* als 
Vollprofil dargestellt. PCR-Inhibitoren scheinen keinen Einfluss auf den SNP-
Assay zur Bestimmung der mitochondrialen Haplogruppe (Haplogruppen-Assay) 
zu haben. 
Untersuchungen zu der Frage, ob die Gewebearten unter Verwendung 
verschiedener Extraktionsverfahren eine ähnliche Verteilung der DNA-Ausbeuten 
zeigen, ergaben den geringsten nDNA-Gehalt bei der Phenol-Chloroform-
Extraktion. Die Ergebnisse der Multiplex-Minisequencing-Analyse waren identisch 
zu denen der anderen vier Extraktionsmethoden. Bei den Gewebeproben Lunge, 
Herz und Leber ließ sich die Haplogruppe als Vollprofil darstellen. Die 
Gewebeprobe des Diaphragmas wies bei allen vier Extraktionsmethoden ein 
Teilprofil auf, die Signale der Polymorphismen der über 150 bp langen Fragmente 
fehlten im Elektropherogramm. Die Multiplex-Minisequencing-Ergebnisse der 
aufgereinigten Chelex-Extrakte fielen aufgrund der zu geringen mtDNA-
Konzentrationen in den Gewebeproben Diaphragma und Leber negativ aus. Aus 
diesem Grund kam dieses Verfahren für nachfolgende Analysen nicht in Frage. 
Unter Berücksichtigung der vorgestellten Ergebnisse wurden alle Analysen der 
FFPE-Gewebeproben mit Xylol entparaffinierten und Chelex extrahierten DNA-
Proben durchgeführt. 
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Unter Berücksichtigung der DNA-Qualität wurden die DNA-Proben für die 
Sequenzierung zur Überprüfung ausgewählter Multiplex-Minisequencing-
Ergebnisse mittels Phenol-Chloroform und die DNA-Proben für die Sequenzierung 
des gesamten mitochondrialen Genoms mit dem Maxwell 16 Instrument 





Nach Abschluss der Vorversuche zur Auswahl geeigneter Extraktionsmethoden 
für die jeweiligen Folgeanalysen wurde von den 195 SIDS-Fällen aus der GeSID-
Studie und den 151 Proben der Kontrollgruppe jeweils die mitochondriale 
Haplogruppe bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle A 13 zusammengefasst.  
Der im hiesigen Institut etablierte und in der Routine-Arbeit angewandte 
Haplogruppen-Assay nach Köhnemann et al. 2009 wurde eingesetzt. Es wurden 
27 Sequenzabschnitte, welche die 32 Haplogruppen-Polymorphismen enthalten 
und zwischen 51 und 196 bp lang sind, parallel amplifiziert und die 
Polymorphismen mittels SNaPshot-Reaktion analysiert. 
In Abbildung 23 ist ein Elektropherogramm der 32 mitochondrialen Haplogruppen-
Polymorphismen (Vollprofil) dargestellt. Zur fehlerfreien Übertragung der Befunde 
diente ein neu entwickeltes Excel-basiertes Auswerte-Tool.  
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Abbildung 23: Elektropherogramm - 32 mt-Haplogruppen-Polymorphismen 
 
 
3.2.1 Sensitivität des Haplogruppen-Assays 
 
Um die Sensitivität des SNP-Assays zu ermitteln, wurde eine Verdünnungsreihe 
von ca. 1x108 bis 775 mtDNA-Kopien/µl in zehn Stufen aus einer Standard-Probe 
des „Human Quantifiler Kits“ der Firma Applied Biosystems erstellt. Die 
Verdünnungen wurden mit zwei Mikroliter in zwei PCR-Ansätzen amplifiziert. 
Bereits im PAA-Gel war erkennbar, dass bei weniger als ca. 104 mtDNA-Kopien/µl 
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die Fragmente größer 150 bp ausfallen. Die Ergebnisse wurden nach der 
SNaPshot-Reaktion durch die Kapillargelelektrophorese bestätigt. Die Signale der 
Polymorphismen der über 150 bp langen Fragmente fehlten im 
Elektropherogramm. 
Die anhand der Verdünnungsreihe erhaltenen Erkenntnisse konnten die Multiplex-
Minisequencing-Ergebnisse der Vorversuche zu den Extraktionsverfahren (Tabelle 
20) nur teilweise bestätigen. Die mittels Chelex extrahierte Leber-Probe mit 
geringer mtDNA-Ausbeute (6x104 mtDNA-Kopien/µl) zeigte im Elektropherogramm 
ein Vollprofil, während die höher konzentrierte Diaphragma-Probe (9,3x105 
mtDNA-Kopien/µl) lediglich ein Teilprofil mit Fehlen der langen Fragmente 
aufwies. Demnach ist neben der Konzentration an mitochondrialer DNA, der Grad 
an Degradierung der Gewebeprobe ein limitierender Faktor bei der DNA-Analyse.  
 
 
3.2.2 Qualität des Probenmaterials 
 
Zur Überprüfung der DNA-Qualität wurden die vier Gewebeproben von zwei 
GeSID-Fällen (MS001S und MS009S) mit dem Haplogruppen-Assay analysiert. 
Für MS001S konnte bei allen Gewebeproben ein volles Haplogruppen-Profil 
dargestellt werden. Unter den gleichen Voraussetzungen (ähnliche DNA-
Konzentrationen, parallele Entparaffinierung und Extraktion, gleicher PCR Master 
Mix) wies MS009S in den vier Gewebeproben lediglich ein Teilprofil auf, es fehlten 
zwei Fragmente mit einer Länge von 157 bzw. 196 bp. Diese wurden im 
Anschluss in einer Duplex-PCR amplifiziert. In allen vier Gewebeproben des 
Falles MS009S konnten sie nicht dargestellt werden. In der Wiederholung wurden 
die Primermengen erhöht (10 pmol/µl). Alle Polymorphismen waren darstellbar. Es 
folgte eine Multiplex-PCR, die alle Fragment-Primer je 0,4 pmol enthielt, wobei die 
Primermengen für die langen Fragmente auf 10 pmol erhöht wurden. Es war 
erneut nur ein Teilprofil darstellbar. Das Vereinigen der Amplifikate der Duplex-
PCR und einer 25-Fragment-Multiplex-PCR nach getrennten Reaktionen lieferte 
ebenfalls ein Teilprofil, sodass das Fehlen der Peaks durch eine gestörte 
SNaPshot-Reaktion begründet wird. 
Um einen Einfluss möglicher PCR-Inhibitoren zu untersuchen, wurde die DNA aus 
den Gewebeproben beider Fälle mit den Verfahren der Vorversuche extrahiert. 
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Die Ergebnisse der Quantifizierungen und des Haplogruppen-Assays sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt: 
 















Chelex MS001S Lunge 786 32,28 n. d. VP 
Herz 24 n. d. n. d. VP 
Diaphragma 267 n. d. n. d. VP 
Leber 2.232 35,41 n. d. VP 
MS009S Lunge 426 n. d. n. d. TP 
Herz 6 n. d. n. d. TP 
Diaphragma 192 n. d. n. d. TP 




MS001S Lunge 141 37,23 n. d. VP 
Herz 347 38,68 n. d. VP 
Diaphragma 146 33,36 n. d. VP 
Leber 177 33,32 n. d. VP 
MS009S Lunge 90 n. d. n. d. TP 
Herz 93 n. d. n. d. TP 
Diaphragma 45 n. d. n. d. TP 




MS001S Lunge 354 39,17 n. d. VP 
Herz 1.339 n. d. n. d. VP 
Diaphragma 515 n. d. n. d. VP 
Leber 750 n. d. n. d. VP 
MS009S Lunge 126 n. d. n. d. TP 
Herz 241 n. d. n. d. TP 
Diaphragma 86 n. d. n. d. TP 
Leber 187 n. d. n. d. TP 
Phenol- 
Chloroform 
MS001S Lunge 2 27,50 2,2x106 VP 
Herz 3 27,60 1,2x108 VP 
Diaphragma 4 28,09 1,0x108 VP 
Leber 3 27,63 5,8x106 VP 
MS009S Lunge 14 28,87 9,6x102 TP 
Herz 7 27,83 9,3x105 TP 
Diaphragma 4 27,96 1,4x105 TP 
Leber 8 28,23 4,9x104 TP 
VP:  Vollprofil; TP: Teilprofil; n. d.: nicht detektierbar (starke Inhibition) 
 
Die Ergebnisse der Extraktions-Vorversuche bestätigten sich. Bis auf die 
Extraktion mittels Phenol-Chloroform wiesen alle Verfahren starke Inhibition  
(IPC > 30, bzw. nicht detektierbar) und deutlich höhere Ausbeuten an nukleärer 
DNA auf. Die mtDNA-Ausbeute konnte nur für die Phenol-Chloroform-Extraktion 
ermittelt werden, da bei den übrigen Verfahren entweder die mtDNA-
                                            Ergebnisse 
                                                  67 
 
Konzentration zu hoch oder die Inhibition zu stark waren. Die Ergebnisse der 
Multiplex-Minisequencing-Reaktion waren bei diesen Extraktionsverfahren und 
den Vorversuchen identisch. Die Proben des Falles MS001S zeigten bei allen 
Extraktions-Verfahren ein Vollprofil und die des Falles MS009S ein Teilprofil. 
Um die Ergebnisqualität zu verbessern, wurden die Phenol-Chloroform-Extrakte 
des Falles MS009S mit der vierfachen DNA-Menge amplifiziert. Die langen 




3.2.3 Analyse der DNA-Proben nach Abschluss der Voruntersuchungen 
 
Die Degradierung der DNA in Gewebeproben wird durch die Fixierungszeit 
verstärkt. Die Vorversuche zeigten, dass die Qualität und die Konzentration der 
DNA aus FFPE-Gewebeproben sehr unterschiedlich waren. Aus diesem Grund 
wurden die Analysen, soweit wie möglich, mit gefrorenem Material von Lunge, 
Herz und Medulla oblongata durchgeführt. Leber und Diaphragma lagen in Form 
von FFPE-Blöcken vor. Hier wurden häufig Teilprofile erstellt. Die Anzahl der bei 
den Teilprofilen fehlenden Fragmente war sehr unterschiedlich. Bei wenigen 
FFPE-Proben des Diaphragmas konnte ein Vollprofil dargestellt werden.  
Aus den gefrorenen Gewebeproben konnte immer ein Vollprofil abgeleitet werden, 
sodass die Haplogruppe zu jedem SIDS-Fall aus mindestens einer Gewebeprobe 
jedes Keimblattes bestätigt wurde.  
Aus den 151 Proben der Kontrollgruppe wurden Vollprofile bestimmt. 
 
In dem nachfolgenden Diagramm (dazugehörige Tabelle A 11) wird die Verteilung 
der Haplogruppen zusammengefasst: 
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Abbildung 24: mitochondriale Haplogruppen-Verteilung 
 
Die Haplogruppen H* (ca. 40 %) und U* (ca. 20 %) wurden mit ihren Untergruppen 
am häufigsten bestimmt. Die charakteristische Haplogruppen-Verteilung der 
europäischen Population wurde damit widergespiegelt [European Prehistory, 
Anthropology & Genetics]. 
Die Haplogruppen-Verteilung der SIDS-Fälle wurde mit der Haplogruppen-
Verteilung der Kontrollgruppe verglichen. Unter Verwendung des Chi2-Tests ließ 
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Haplogruppen-Verteilung der 
SIDS-Fälle (dunkelblau) und der Kontrollgruppe (hellblau) feststellen (α = 5 %, χ2 > 
3,841). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer speziellen Haplogruppe 




3.3 Assay zur Analyse potentiell pathogener Mutationen 
 
DNA-Proben von 195 SIDS-Fällen und 151 Proben der Kontrollgruppe wurden auf 
37 Mutationen untersucht, welche mit Mitochondriopathien bzw. dem Plötzlichen 
Säuglingstod assoziiert werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle A 13 
zusammengefasst. Mutationen sind rot markiert. Blau hervorgehoben sind im 
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Es ist gelungen, ein schnelles, kostengünstiges Multiplex-Minisequencing-
Verfahren zu entwickeln, mit dem potentiell pathogene Mutationen untersucht 
werden können. Es wurden 19 Sequenzabschnitte, welche die potentiell 
pathogenen Mutationen enthalten, parallel amplifiziert und die Mutationen mittels 
SNaPshot-Reaktion analysiert. 
In Abbildung 25 ist ein Elektropherogramm des Assays zur Analyse 37 potentiell 
pathogener mitochondrialer Mutationen dargestellt. Zur fehlerfreien Übertragung 
der Befunde diente ein neu entwickeltes Excel-basiertes Auswerte-Tool. 
 
 
Abbildung 25: Elektropherogramm - Analyse 37 potentiell pathogener Mutationen  
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Die mittels Software entworfenen und auf unspezifische Bindungen überprüften 
Multiplex-Primer dienen der Amplifikation von 19 zwischen 89 und 292 bp langen 
Sequenzabschnitten. Die Primer sind zwischen 17 und 30 bp lang.  
Zu Beginn wurde unter Verwendung einer Standard-Probe der Firma Applied 
Biosystems (200 pg/µl) jedes Fragment mit einer Primer-Konzentration von  
4 pmol/µl in einer Singleplex-PCR amplifiziert und die Länge mittels 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese überprüft. 
 
Die SBE-Primer sind zwischen 17 und 88 bp lang. Sie wurden vorerst unter 
Verwendung kommerzieller DNA-Proben separat (je 0,06 pmol) mittels SNaPshot-
Reaktion und Kapillargelelektrophorese auf ihre Länge und den gebundenen 
Fluoreszenzfarbstoff getestet. Durch die ausreichenden Fragmentgrößen-
unterschiede und den vier verschiedenen emittierten Signalfarben wurde eine 
eindeutige Zuordnung möglich. In den Elektropherogrammen der 37 
Einzelanalysen ließen sich die erwarteten, entsprechend korrigierten Fragmente 
erkennen. Artefakte, die sich unspezifisch als Peaks in verschiedenen Fragment-
längen darstellten, wurden durch Modifikationen des entsprechenden SBE-
Primers entfernt. Hierzu wurde entweder die Länge des SBE-Primers neu definiert 
oder der SBE-Primer für den Komplementärstrang neu entwickelt. Betroffen waren 
sechs SBE-Primer, darunter u. a. die Nukleotidvarianten A4300T und C12258T.  
 
Zur Etablierung des Assays zur Analyse potentiell pathogener Mutationen wurden 
neben einer Leerkontrolle erneut zwei unterschiedliche Standard-DNA-Proben 
eingesetzt. Zu Beginn wurden die SBE-Primer eines Farbkanals gemeinsam 
analysiert. Bei der Leerkontrolle wurden keine Signale im Elektropherogramm 
sichtbar, bei den beiden Standard-Proben die erwarteten. Die SNaPshot-Reaktion 
mit allen 37 SBE-Primern wurde erstellt. Erneut wurden keine Signale in der 
Leerkontrolle nachgewiesen, Kontaminationen und Artefakte konnten somit 
ausgeschlossen werden. Die Peaks waren bei den Standardproben für die 
verschiedenen Wildtyp-Allele sehr unterschiedlich hoch (Imbalance); gewünscht 
war eine Höhe zwischen 1.000 und 3.000 RFU. Hierzu wurden die SBE-Primer-
Konzentrationen entsprechend erhöht bzw. verringert. Artefakte wurden nicht 
nachgewiesen. 
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Alternativ zum selbst hergestellten Reaktionsansatz wurde für die Multiplex-PCR 
der „QIAGEN® Multiplex PCR Kit“ nach Hersteller-Angaben getestet. Die 
Anwendung des QIAGEN Kits zeigte keine Vorteile gegenüber dem selbst 




3.3.2 Sensitivität des Assays zur Analyse potentiell pathogener Mutationen 
 
Um die Sensitivität des Assays zu ermitteln, wurde die Verdünnungsreihe des 
Haplogruppen-Assays verwendet (ca. 1x108 bis ca. 775 mtDNA-Kopien/µl). Die 19 
Sequenzabschnitte wurden mit zwei Mikroliter der Verdünnungen in zwei PCR-
Ansätzen amplifiziert. Bereits im PAA-Gel war erkennbar, dass bei den 
Konzentrationen unter ca. 1x103 mtDNA-Kopien/µl die mehr als 150 bp langen 
Fragmente ausfielen, es zeigte sich ein Teilprofil.  
Im Unterschied zum Haplogruppen-Assay wurde ein Teilprofil bei diesem Assay 
zur Analyse potentiell pathogener Mutationen definiert, wenn bereits ein Signal im 
Elektropherogramm fehlte. Als Vollprofil wurden die Ergebnisse des Multiplex-
Minisequencing-Verfahrens bezeichnet, bei denen alle 37 Signale im 
Elektropherogramm dargestellt wurden. 
 
 
3.3.3 Qualität des Probenmaterials 
 
Analog zur Etablierung des Haplogruppen-Assays wurden zwei GeSID-Fälle 
verwendet (HH0130S, HH0248S). Die vier verschiedenen FFPE-Gewebearten 
wurden mit Xylol entparaffiniert und sowohl mit Chelex als auch mit Phenol-
Chloroform extrahiert. Die Ergebnisse der Quantifizierungen und des Multiplex-
Minisequencing-Verfahrens sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.  
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Chelex HH0130S Lunge 4.044 34,90 n. d. VP 
Herz 2.205 30,23 n. d. VP 
Diaphragma 612 31,27 5,2x107 VP 
Leber 1.914 32,41 n. d. VP 
HH0248S Lunge 1.527 32,51 n. d. TP 
Herz 513 32,24 n. d. TP 
Diaphragma 172 31,51 n. d. TP 
Leber 1.617 31,77 n. d. TP 
Phenol- 
Chloroform 
HH0130S Lunge 6,5 27,24 3,7x106 VP 
Herz 1,7 27,37 2,5x107 VP 
Diaphragma 0,5 27,09 9,0x106 VP 
Leber 5,3 27,63 1,6x107 VP 
HH0248S Lunge 6,5 27,06 6,5x106 TP 
Herz 0,4 26,81 1,4x107 TP 
Diaphragma 0,2 27,22 8,5x105 TP 
Leber 8,8 27,24 4,8x106 TP 
VP:  Vollprofil; TP: Teilprofil; n. d.: nicht detektierbar (starke Inhibition) 
 
Die mit Chelex extrahierten Gewebeproben wiesen starke Inhibition auf  
(IPC > 30). Die Konzentrationen an nukleärer DNA waren etwa tausendfach höher 
als die der Phenol-Chloroform-Extrakte. Diese enthielten keine PCR-Inhibitoren. 
Von den Chelex-Extrakten konnte bis auf eine Gewebeprobe die Konzentration an 
mitochondrialer DNA nicht bestimmt werden. Grund dafür könnten eine gestörte 
Real-Time PCR durch die Inhibitoren der Chelex-Extrakte, oder zu hohe mtDNA-
Konzentrationen gewesen sein. 
Bei dem Fall HH0130S wurde bei allen Gewebeproben sowohl bei den Chelex- als 
auch bei den Phenol-Chloroform-Extrakten ein Vollprofil dargestellt. Unter den 
gleichen Voraussetzungen (ähnliche DNA-Konzentrationen, parallele 
Entparaffinierung und Extraktion, gleicher PCR Master Mix) wiesen die 
Gewebeproben des Falles HH0248S lediglich ein Teilprofil auf, die Signale der 
mehr als 150 bp langen Fragmente fielen aus. 
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3.3.4 Analyse der DNA-Proben nach Abschluss der Voruntersuchungen 
 
Da bereits die Vorversuche zur Extraktion und zum Haplogruppen-Assay zeigten, 
dass die Qualität und die Konzentration der DNA aus FFPE-Gewebeproben sehr 
unterschiedlich waren, wurden die Analysen der potentiell pathogenen Mutationen 
soweit wie möglich mit gefrorenem Material von Lunge, Herz und Medulla 
oblongata durchgeführt. Leber und Diaphragma lagen in Form von FFPE-Blöcken 
vor. Sie wiesen Teilprofile auf, die zum Abgleich genutzt werden konnten. Bei den 
FFPE-Proben des Diaphragmas eines rechtsmedizinischen Institutes konnten 
neben allen Haplogruppen-Polymorphismen auch alle potentiell pathogenen 
Mutationen analysiert und entweder das Wildtyp- oder das mutierte Allel 
nachgewiesen werden. Der Umfang der bei den Teilprofilen fehlenden 
Fragmenten war sehr unterschiedlich. 
Aus den gefrorenen Gewebeproben konnte immer ein Vollprofil abgeleitet werden, 
sodass die potentiell pathogenen Mutationen der meisten SIDS-Fälle aus 
mindestens einer Gewebeprobe jedes Keimblattes ermittelt wurden. 
Bei den 151 DNA-Proben der Kontrollgruppe konnten alle 37 potentiell 
pathogenen mitochondrialen Mutationen unter Verwendung des Multiplex-
Minisequencing-Verfahrens analysiert werden. 
In dem nachfolgenden Diagramm (dazugehörige Tabelle A 12) werden die 
nachgewiesenen potentiell pathogenen Mutationen der SIDS-Fälle denen der 
Kontrollgruppe gegenübergestellt: 
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Abbildung 26: Verteilung potentiell pathogener mitochondrialer Mutationen 
 
Die Verteilung der detektierten potentiell pathogenen Mutationen zwischen den 
SIDS-Fällen wurde mit der Verteilung der Kontrollgruppe verglichen. Unter 
Verwendung des Chi2-Tests ließ sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 
SIDS-Fällen (dunkelblau) und der Kontrollgruppe (hellblau) feststellen (α = 5 %, χ2 
> 3,841). 
Die 11 in Tabelle 23 aufgelisteten mutierten Allele wurden bei den SIDS- und 
Kontroll-Fällen gleichermaßen nachgewiesen. Es wurden spezifische 
Kombinationen an mutierten Allelen aufgedeckt, die in gleicher Art in mehreren 
Haplogruppen vorkamen, z. B. 2706G, 7028T, 11719A und 14766T in den 
Haplogruppen L, M*, N*, X2, W, N1, R*,J*,J1c, T*, T2, F1. Somit handelte es sich 
dabei um haplogruppenassoziierte Polymorphismen. Eine spezifische 
Kombination, der vier genannten mutierten Allele mit dem Allel 10034C, trat nur in 
der Haplogruppe I* auf. In der Haplogruppe H* mit ihren Untergruppen wurde 
keines der mutierten Allele nachgewiesen. Die in Tabelle 23 aufgeführten 
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Tabelle 23: haplogruppenassoziierte Polymorphismen 











































































H*, H1a1, H1c2, 
H1f, H1*, H3, H4, 
H6, H7a, H10 
           
HV*, V x  x         







    
x 
    
x 
I* x  x  x  x    x 
Un*, K x  x   x x x x  x 
U* x x x x  x x x x x x 
 
Zusätzlich zu den SNPs, die mit den Haplogruppen korrelieren, wurde in fünf 
Fällen (vier SIDS-, ein Kontroll-Fall) eine Mutation des Assays zur Analyse 
potentiell pathogener Mutationen aufgedeckt (Tabelle 24). Alle mutierten Allele 
außer 9300A wurden in einem Fall gefunden. Die einzige Ausnahme fand sich in 
zwei SIDS-Proben. Eine Kontrollprobe wies das mutierte Allel 3308C auf.  
Es ließ sich kein Zusammenhang zwischen einer der detektierten Mutationen des 
Assays und dem Plötzlichen Säuglingstod feststellen, da die mutierten Allele 
jeweils bei einem oder zwei SIDS-Fällen gefunden wurden. 
 
Tabelle 24: seltene potentiell pathogene Mutationen 
Probe Haplogruppe mutiertes Allel 
K53 K 3308C 
KI0458S T2 9300A 
MC0160S H* 9300A 
HE0357S H4 10044G 
HH0136S K 14484C 
 
Neben haplogruppenassoziierten Polymorphismen und vier isoliert auftretenden 
potentiell pathogenen Mutationen, konnten bei 44 Fällen bestimmte Wildtyp- bzw. 
mutierte Allele nicht nachgewiesen werden, mindestens ein Signal fehlte im 
Vollprofil (Tabelle 25). Mit Ausnahme der Nukleotidvarianten C14766T, fehlte 
mindestens ein einzelnes Wildtyp- bzw. Mutanten-Allel maximal in sechs Fällen. 
Kontroll- und SIDS-Proben waren dabei gleich betroffen.  
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C14766T fehlte in zwei SIDS-Fällen und 19 Proben der Kontrollgruppe. Eine 
Kontrollprobe wurde exemplarisch neben den beiden SIDS-Proben durch die 
Sequenzierung des Fragments analysiert. Die Fragmente der übrigen 23 Fälle 
wurden sequenziert, um Mutationen in den Primer-Bindungsstellen zu detektieren 
oder andere Ursachen für die fehlende Darstellung zu finden. 
 




8344 ER0431S, ES020S, MC0301S, MS0388S, K45, K74 
8356 ER0431S, FA0417S, MC0301S, MS0351S, K25, K45 
8363 K85 
9477 MS0480S, K14 
10010 HE0357S, JN0243S 




13617 HE0255S, JN0376S 
14484 ER0519S 
14766 ER0472S, KI0345S, 19 Kontroll-Fälle  
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3.4 Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte 
 
Von 23 SIDS-Fällen und acht Proben aus der Kontrollgruppe wurde jeweils ein 
Fragment des Assays zur Analyse potentiell pathogener Mutationen sequenziert. 
Es konnten isoliert auftretende Mutationen bestätigt bzw. das Fehlen einiger 
Peaks im Elektropherogramm durch neue Mutationen in den Bindungsstellen der 
SBE-Primer erklärt werden.  
Jedes Fragment wurde sowohl vom 5´- zum 3´-Ende des H-Stranges (forward) als 
auch vom 5´- zum 3´-Ende des L-Stranges (reverse) sequenziert. Zum Abgleich 
diente die revidierte Cambridge Referenz Sequenz (MITOMAP-Datenbank: 
NC_012920; gi:251831106). 
In die Auswertung wurden Sequenzabweichungen einbezogen, die in beiden 
Sequenzierrichtungen nachgewiesen werden konnten. Sie wurden unter 
Anwendung der MITOMAP-Datenbank überprüft. 
 
 
3.4.1 Probenmaterial für die Sequenzierung mitochondrialer Abschnitte 
 
Für die Sequenzierung der zwischen 89 und 292 bp langen mitochondrialen 
Fragmente wurde bei den SIDS-Fällen die aus gefrorenem Material der Medulla 
oblongata extrahierte DNA verwendet. Für die Sequenzierung ausgewählter 
mitochondrialer Abschnitte der Kontroll-Fälle standen die DNA-Proben der 
Mundschleimhautabstriche zur Verfügung. 
Die für die Sequenzierung mitochondrialer Abschnitte ausgewählten 23 SIDS- und 
acht Kontroll-Fälle und deren Quantifizierungsergebnisse sind in Tabelle 26 
dargestellt. Der DNA-Gehalt (nDNA und mtDNA) der Mundschleimhautabstriche 
war geringer als der der Gewebeproben. Die Standard-DNA (Applied Biosystems), 
die als Positivkontrolle bei der Sequenzierung mitochondrialer Abschnitte diente, 
enthielt 4,3x105 mtDNA-Kopien/µl. PCR-Inhibitoren konnten bei allen 31 DNA-
Proben ausgeschlossen werden (IPC < 30). Für eine Sequenzierung lagen die zu 
analysierenden DNA-Proben demnach in ausreichender Qualität und Quantität 
vor.  
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MS0169S      122 2,2x109 27,0 




ER0431S 149 8,1x109 27,2 
ES0020S 984 1,9x109 26,8 
FA0417S 4.836 1,1x1010 25,9 
MC0301S 3.708 3,3x109 25,7 
MS0351S 8.490 6,0x109 25,7 
MS0388S 103 1,0x109 27,0 
K25 57 3,9x107 27,1 
K45 84 1,1x108 27,2 
K74 27 4,8x108 27,2 
K85 54 3,6x108 27,3 
R-G9300A KI0458S 367 1,1x1010 27,1 
MC0160S 15.732 2,3x1010 25,5 
G9477A MS0480S 144 8,7x109 27,0 




HE0158S 594 6,0x109 26,9 
HE0357S 14.652 3,3x109 25,5 
JN0243S 289 1,8x109 27,0 
R-A11467G K 29 291 6,9x106 27,2 
R-G11719A AA0303S 226 1,0x108 27,2 





MC0151S 1.596 1,8x1010 26,6 
T13617C HE0255S 182 9,0x109 27,1 
JN0376S 557 5,4x109 26,7 
R-T14484C ER0519S 391 2,5x109 26,9 
HH0136S 21 6,9x109 27,5 
R-T14709C/ 
R-C14766T 
ER0472S 12.732 1,0x1010 26,2 
KI0345S 250 5,4x109 27,0 
K12 123 1,1x108 27,3 
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3.4.2 Vergleich verschiedener PCR-Programme 
 
Zu Beginn wurden von einer zufällig ausgewählten Gewebeprobe die Sequenzen 
der HV I- und HV II-Region bestimmt. Dieses Verfahren wird im hiesigen Institut 
zur Analyse von DNA-Spuren, welche für die Untersuchung von short tandem 
repeats (STRs) in der nDNA ungeeignet sind, angewandt. Es wurde das PCR-
Programm der Standard-Methode mit dem des „mitoSEQrTM Systems“ der Firma 
Applied Biosystems verglichen (Tabelle 27). 
 
Tabelle 27: PCR-Programme für die Sequenzierung mitochondrialer Abschnitte 
Singleplex-PCR 
 Standard-Verfahren „mitoSEQrTM Systems“ 




95°C - 30 s 
55°C - 45 s 3 x 
72°C - 30 s 
95°C - 30 s 
55°C - 45 s * 19 x 
72°C - 30 s 
95°C - 30 s 
60°C - 45 s 11 x 
72°C - 30 s 
94°C - 30 s 
60°C - 45 s 40 x 
72°C - 45 s 
 
Final Extension 72°C - 7 min 72°C - 10 min 
 4°C - ∞ 4°C - ∞ 
Sequenzierreaktion 




96°C - 15 s 
58°C - 30 s  25 x 
58°C - 2 min 
96°C - 10 s 
50°C - 5s 25 x 
60°C - 4 min 
 4°C - ∞ 4°C - ∞ 
* aufsteigend 0,2°C pro Zyklus 
 
Bei gleichen Reaktionsansätzen und DNA-Mengen wiesen beide PCR-Verfahren 
identische Ergebnisse auf. Es konnte kein Unterschied zwischen den 
Signalintensitäten und -qualitäten im Elektropherogramm festgestellt werden. 
Obwohl die PCR-Bedingungen des „mitoSEQrTM Systems“ zeitintensiver waren, 
wurden im Hinblick auf die Komplettsequenzierung der mtDNA die PCR-
Bedingungen des Kits für Folge-Analysen angewandt. Die Amplifikate für die 
Sequenzierung des mitochondrialen Genoms waren zwischen 369 und 679 bp 
lang, sodass sowohl bei der Singleplex-PCR als auch bei der Sequenzierreaktion 
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lange Elongationszeiten notwendig waren. Die 40 Zyklen der Singleplex-PCR 
waren erforderlich, um ausreichend Material für die Sequenzierreaktion der langen 
Fragmente zu erhalten. 
 
 
3.4.3 Analyse der DNA-Proben nach Abschluss der Voruntersuchungen 
 
Die Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte, welche zur 
Überprüfung der Ergebnisse des Assays zur Analyse potentiell pathogener 
Mutationen dienten, wurde am ABI Prism 310 durchgeführt. Durch die 
Sequenzierung beider Strang-Richtungen konnten die Sequenzen aller 31 
Fragmente ermittelt werden. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 28 und 29 
aufgeführt. 
 
Die potentiell pathogenen Mutationen 2706G, 3308C, 9300A, 10034C, 10044G, 
11467G, 11719A, 12372A, 13617C, 14484C und 14766T konnten mittels 
Sequenzierung bestätigt werden. Diese mutierten Allele befanden sich sowohl in 
RNA-kodierenden als auch in Protein-kodierenden Regionen des mitochondrialen 
Genoms. Einige Mutationen waren still (synonym), d.h. sie bewirkten keine 
Veränderung der Genexpression im betroffenen Abschnitt. Andere Mutationen 
führten zu einem Aminosäure-Austausch (missense). 
 
Das Fehlen der Peaks im Elektropherogramm des Assays zur Analyse potentiell 
pathogener Mutationen bei den SIDS-Proben ES0020S und MS0388S und bei 
den Kontroll-Fällen K14 und K74 konnte durch die Sequenzierung der Fragmente 
nicht geklärt werden. Es wurde jeweils das Wildtyp-Allel nachgewiesen und es 
fanden sich keine Abweichungen zur rCRS. 
 
Bei der Sequenzierung der Proben wurden 16 neue Mutationen und eine Insertion 
aufgedeckt. Die Insertion wurde bisher in der MITOMAP-Datenbank nicht 
beschrieben.  
Die übrigen 16 Mutationen wurden in der Datenbank gefunden. Eine Mutation lag 
in der rRNA-Genregion, sechs in tRNA-kodierenden Bereichen. Fünf Mutationen 
führten zu einem Aminosäure-Austausch (missense-Mutationen): 9468G in der 
Untereinheit 3 der Cytochrome c Oxidase, 12358G in der Untereinheit 5 und 
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14502C in der Untereinheit 6 der NADH Dehydrogenase, 14793G und 14798C im 
Cytochrom b. Die übrigen synonymen Mutationen befanden sich ebenfalls in 
unterschiedlichen Protein-kodierenden Bereichen und kodierten für die gleiche 
Aminosäure.  
 
Bei der Sequenzierung aller 31 Fragmente konnte keine Heteroplasmie 
nachgewiesen werden, die 35 identifizierten Mutationen waren alle 
homoplasmatisch. 
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Tabelle 28: Ergebnisse der Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte I  
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Tabelle 29: Ergebnisse der Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte II  
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3.5 Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms 
 
Von drei ausgewählten SIDS-Fällen wurde das gesamte mitochondriale Genom in 
46 Fragmenten sequenziert. Jedes Fragment wurde sowohl vom 5´- zum 3´-Ende 
des H-Stranges (forward) als auch vom 5´- zum 3´-Ende des L-Stranges (reverse) 
sequenziert und mit der rCRS abgeglichen. 
In die Auswertung wurden Sequenzabweichungen einbezogen, die in beiden 
Sequenzierrichtungen reproduzierbar in den überlappenden Bereichen 
angrenzender Fragmente nachgewiesen werden konnten.  
Sequenzveränderungen, welche nicht dem mitochondrialen Haplogruppen-Assay 





Für die Sequenzierung der zwischen 369 und 679 bp langen mitochondrialen 
Fragmente wurde bei den SIDS-Fällen die aus gefrorenem Material der Medulla 
oblongata extrahierte DNA verwendet.  
Durch die Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte zur 
Überprüfung einiger Ergebnisse der SNP-Analysen wurden fünf Mutationen 
aufgedeckt, die für anschließende mtDNA-Sequenzierungen von besonderem 
Interesse sein könnten (Tabelle 30).  
 







MS0480S A9468G CO 3 Thr (polar, neutral) → Ala (unpolar, neutral) 
MC0151S A12358G ND 5 Thr (polar, neutral) → Ala (unpolar, neutral) 
ER0519S T14502C ND 6 Ile (unpolar, neutral) → Val (unpolar, neutral) 
KI0345S A14793G CYB His (polar, basisch) → Arg (polar, basisch) 
 nicht in MITOMAP 
MS0169S 3229.1A TER Leserasterverschiebung 
 
In der MITOMAP-Datenbank war die Adenin-Insertion an Position 3229 nicht zu 
finden. Durch die Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte sind 
vier weitere Mutationen in Protein-kodierenden Genen aufgedeckt worden, die in 
der MITOMAP-Datenbank zu finden sind. Sie kommen in unterschiedlichen Genen 
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der Atmungskette-Untereinheiten vor, bewirken einen Aminosäure-Austausch und 
könnten damit mögliche fatale Proteinveränderungen verursachen. Durch die 
Sequenzierung wurden auch Mutationen in tRNA-Genen lokalisiert. 
Konformationsänderungen innerhalb der tRNA können die Folge sein. 
Nach diesen Überlegungen wurden die in der folgenden Tabelle dargestellten 
SIDS-Fälle stellvertretend für die Sequenzierung des mitochondrialen Erbguts 
ausgewählt: 
 






HE0158S 343,6 ng/µl 9,1x108 25,4 
MC0151S 53,0 ng/µl 3,6x108 26,4 





Die Fragmente zur Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms 
variieren zwischen 369 und 679 bp. Aus diesem Grund wurde das Performance 
Optimized Polymer 7 (POP 7) im Vergleich zum Performance Optimized Polymer 
4 (POP 4) unter Verwendung des längsten Fragments (Fragment 13 - 679 bp) am 
ABI PRISM 310 getestet. Das Polymer wird für die Sequenzierung langer 
Fragmente bis ca. 500 bp empfohlen. 
Die Vorüberlegungen bestätigten sich. Die Sequenz des 679 bp langen Fragments 
konnte mit dem POP 4 bis ca. 250 bp eindeutig nachgewiesen werden. Längere 
Bereiche flachten rapide ab und ließen sich schwer im Elektropherogramm 
erkennen. Im Gegensatz dazu ließ sich die Sequenz mit dem POP 7 ab 50 bp bis 
zum Fragment-Ende deutlich ablesen. Die ersten 50 Peaks waren ineinander 
verschoben. Für die Untersuchungen der SIDS-Fälle sollten die Fragmente in 
beide Strang-Richtungen sequenziert werden. Die ersten 50 bp bei der Analyse 
mittels POP 7 sollten daher durch die jeweilige entgegengesetzte Reaktion und 
durch überlappende Sequenzbereiche der angrenzenden Fragmente zu 
bestimmen sein. 
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Vor den Analysen wurde der Einfluss verschiedener mtDNA-Konzentrationen auf 
die unterschiedlich langen Fragmente untersucht. Es wurde die bereits 
beschriebene Verdünnungsreihe (ca. 1x108 bis 775 mtDNA-Kopien/µl) verwendet 
und jeweils eine Doppelbestimmung durchgeführt. Für die Untersuchungen 
wurden das kürzeste Fragment (369 bp) und das längste Fragment (679 bp) des 
Analyseverfahrens eingesetzt. Das kurze Fragment war ab ca. 5x104 mtDNA-
Kopien/µl schwach im PAA-Gel zu erkennen. Das lange Fragment war lediglich 
bei der höchsten Konzentration (ca. 1x108 mtDNA-Kopien/µl) im Gel sichtbar. 
Kurze Fragmente ließen sich demnach mit niedrigeren mtDNA-Konzentrationen 
als lange Fragmente amplifizieren. Für die Sequenzierung langer Fragmente (in 
diesem Fall 679 bp) wurde mehr Ausgangsmaterial benötigt. Somit konnte das 




3.5.3 Analyse der DNA-Proben nach Abschluss der Voruntersuchungen 
 
Die Sequenzierung des mitochondrialen Genoms wurde am ABI Prism 310 unter 
Verwendung des POP 7 durchgeführt. Durch die Sequenzierung beider Strang-
Richtungen konnte die komplette mtDNA-Sequenz von drei SIDS-Fällen detektiert 
werden. Mutationen, die nicht durch die überlappenden Bereiche zweier 
benachbarter Fragmente nachgewiesen werden konnten, wurden durch die 
forward- und reverse-Sequenzierung bestätigt. Jeder Fall wurde demnach einer 
Doppelbestimmung unterzogen. 
In den drei Fällen konnten insgesamt 55 homoplasmatische Mutationen ermittelt 
werden. 
 
Sechs Transitionen (A263G, A750G, A1438G, A4769G, A8860G, A15326G) 
wurden in allen drei Fällen detektiert. Sie werden in der original Cambridge 
Referenz Sequenz als seltene Polymorphismen bezeichnet.  
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Die mittels Haplogruppen-Assay bestimmten Polymorphismen wurden bestätigt: 
 




gruppe haplogruppenassoziierte Polymorphismen 
HE0158S U* G2706 T7028 10400C 10873T 12372A 12705C T14766 
MC0151S N* G2706 T7028 10400C 10873T 12372A T12705 T14766 
MS0169S H* 2706A 7028C 10400C 10873T G12372 12705C 14766C 
 
Die haplogruppenassoziierten Polymorphismen, welche mit dem Assay zur 
Untersuchung der potentiell pathogenen Mutationen identifiziert wurden, konnten 
ebenfalls bestätigt werden: 
 




gruppe haplogruppenassoziierte Polymorphismen 
HE0158S U* 3197C 9477A 11467G 11719A 12308G 13617C 
MC0151S N* T3197 G9477 A11467 11719A A12308 T13617 
MS0169S H* T3197 G9477 A11467 G11719 A12308 T13617 
 
39 % der übrigen 36 homoplasmatischen Mutationen finden sich in den Protein-
kodierenden Bereichen des mitochondrialen Genoms, 44 % in der nicht-
kodierenden D-loop-Region. Eine Substitution (3 %) wurde im Gen der 12S rRNA 
nachgewiesen und drei (8 %) in den tRNA-kodierenden Abschnitten. Das folgende 
Diagramm stellt die Verteilung der durch die Sequenzierung detektierten 
Mutationen im mitochondrialen Genom dar: 
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Abbildung 27: Verteilung nachgewiesener Mutationen 
 
Mutationen in der D-loop-Region 
16 Mutationen wurden in der nicht-kodierenden Region des mitochondrialen 
Genoms, dem D-loop, detektiert. Diese homoplasmatischen Mutationen sind in der 
MITOMAP-Datenbank beschrieben (Tabelle 34).  
Bei den mit einem Stern versehenen Mutationen handelt es sich laut Datenbank 
um somatische Mutationen, die mit verschiedenen Tumor-Arten in 
Zusammenhang gebracht werden [Stafford et al. 2010; Brandon et al. 2006; Tseng 
et al. 2006; Coskun et al. 2004; Kumimoto et al. 2004; Del Bo et al. 2003; Zhang et 
al. 2003; Attardi 2002; Chen et al. 2002; Maximo et al. 2002]. Mindestens eines 
dieser mutierten Allele findet sich in einem der drei SIDS-Fälle. 
Die anderen Mutationen werden als stille Mutationen betrachtet, da sie sich in den 
nicht-kodierenden Bereichen des mitochondrialen Erbguts und bis auf die 
Insertionen in der Poly-C-Region (303-315) nicht in dem Bereich des 
Replikationsursprunges (OH: Replikationsursprung des H-Stranges, OL: 
Replikationsursprung des L-Stranges) befinden. 
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Tabelle 34: Mutationen der D-loop-Region  
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S; *somatische Mutation 
 
 
Mutationen im Gen der 12S rRNA 
Die Cytosin-Insertion in der Genregion der 12S rRNA an Position 960 ist in der 
MITOMAP-Datenbank beschrieben und wurde im SIDS-Fall HE0158S detektiert 
(Tabelle 35). Sie wird als stille Mutation betrachtet, da sie keine genetische 
Information besitzt, die in Proteine umgeschrieben wird. 
 
Tabelle 35: Mutationen im Gen der 12S rRNA 
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
 
 
Mutationen im Gen des Transkriptions-Terminators 
Die bereits beschriebene Adenin-Insertion im Gen des Transkriptions 
Terminations Faktors (TER) an Position 3229 konnte durch die Sequenzierung 
des mitochondrialen Genoms im SIDS-Fall MS0169S bestätigt werden: 
 
Tabelle 36: Mutationen im Gen des Transkriptions-Terminators 
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
1, 2 73G* HV II nicht-kodierend ja 
2 150T* OH nicht-kodierend ja 
3 152C* OH nicht-kodierend ja 
2 309.1C OH nicht-kodierend ja 
1, 2, 3 315.1C OH nicht-kodierend ja 
3 340T HV II nicht-kodierend ja 
3 456T* HV III nicht-kodierend ja 
1 16192T HV I nicht-kodierend ja 
2 16223T* HV I nicht-kodierend ja 
1 16256T HV I nicht-kodierend ja 
2 16257A HV I nicht-kodierend ja 
2 16261T HV I nicht-kodierend ja 
1, 3 16270T HV I nicht-kodierend ja 
3 16304C* HV I nicht-kodierend ja 
2 16311C* HV I nicht-kodierend ja 
1 16526A 7S DNA nicht-kodierend ja 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
1 960.1C 12S rRNA nicht-kodierend ja 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
3 3229.1A TER Leserasterverschiebung nein 
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Mutationen in den Genen der NADH Dehydrogenase-Untereinheiten 
Acht Mutationen konnten in Genen der drei NADH-Dehydrogenase-Untereinheiten 
detektiert werden (Tabelle 37).  
In der SIDS-Probe MS0169S wurden zwei Mutationen in der Untereinheit 1 
aufgedeckt, welche in der Datenbank nicht zu finden sind und zu einem Austausch 
der Aminosäuren führen.  
Durch die Transition an Position 3571 wird die hydrophobe, unpolare Aminosäure 
Leucin gegen die hydrophobe, unpolare Aminosäure Isoleucin ausgetauscht. Das 
mutierte Allel 3580G bewirkt den Aminosäure-Austausch der ebenfalls 
hydrophoben, unpolaren Aminosäuren Prolin gegen Alanin.  
Die übrigen sechs mutierten Allele sind in der MITOMAP-Datenbank beschrieben. 
Eine der drei Mutationen im Gen der Untereinheit 2 (Transition an Position 5319) 
löst den Austausch der ungeladenen, polaren Aminosäuren Threonin gegen Serin 
aus. Die beiden restlichen Mutationen sind synonym.  
Eine weitere Mutation in der Genregion der Untereinheit 5 ist ebenfalls synonym, 
wohingegen die Mutation an Position 12358 den Aminosäure-Austausch des 
ungeladenen polaren Threonins zum hydrophoben unpolaren Alanin bewirkt. 
 
 
Tabelle 37: Mutationen in den Genen der NADH-Dehydrogenase-Untereinheiten 
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
  
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
3 3571A ND1 Leu - Ile nein 
3 3580G ND1 Pro - Ala nein 
3 3606G ND1 synonym ja 
2 5231A ND2 synonym ja 
3 5319G ND2 Thr - Ser ja 
2 5417A ND2 synonym ja 
2 12358G ND5 Thr - Ala ja 
2 12771A ND5 synonym ja 
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Mutationen in den Genen der Cytochrom-c-Oxidase- Untereinheiten 
Die einzige in der Genregion der Untereinheit 1 nachgewiesene synonyme 
Mutation findet sich in der MITOMAP-Datenbank (Tabelle 38).  
Die beiden mutierten Allele im Gen der Untereinheit 3 sind ebenfalls in der 
Datenbank aufgeführt. Die Transition an Position 9738 verursacht den Austausch 
der hydrophoben unpolaren Aminosäure Alanin gegen das hydrophile polare 
Threonin. Im SIDS-Fall HE0158S wurde eine synonyme Mutation im Gen der 
Untereinheit 3 detektiert. 
 
Tabelle 38: Mutationen in den Genen der Cytochrom-c-Oxidoreduktase-Untereinheiten  
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
 
 
Mutationen im nicht-kodierenden Bereich 
Die SIDS-Probe MC0151S weist in der 24 bp langen nicht-kodierenden Region  
(8270 - 8294), zwischen den Genen der Cytochrom-c-Untereinheit 2 und dem der 
tRNALys, eine Neun-Basen-Insertion (CCCCCTCTA) auf. Diese Insertion ist in der 
MITOMAP-Datenbank beschrieben (Tabelle 39).  
 
Tabelle 39: Mutationen im nicht-kodierenden Bereich  
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
 
  
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
1 7211A CO1 synonym ja 
1 9548A CO3 synonym ja 
2 9738A CO3 Ala - Thr ja 
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Mutationen in den Genen der ATP-Synthase-Untereinheiten 
Lediglich in der Untereinheit 6 der ATP-Synthase konnten in zwei SIDS-Fällen 
zwei unterschiedliche Mutationen detektiert werden, welche in der Datenbank 
vorliegen (Tabelle 40). Die Transition an Position 8618 verursacht den Austausch 
zweier ungeladener polarer Aminosäuren, wohingegen die Mutation an Position 
8563 synonym ist. 
 
Tabelle 40: Mutationen in den Genen der ATP-Synthase-Untereinheiten  
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
 
 
Mutationen im Cytochrom-b-Gen 
Die SIDS-Probe HE0158S weist die einzige homoplasmatische Mutation in der 
Genregion des Cytochrom b auf. Sie ist bereits in der MITOMAP-Datenbank zu 
finden und veranlasst den Austausch der basischen Aminosäure Histidin gegen 
das ebenso basische Arginin: 
 
Tabelle 41: Mutationen im Cytochrom-b-Gen  
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
 
 
Mutationen in tRNA-Genen 
Die drei Mutationen, die in zwei SIDS-Fällen nachgewiesen wurden, befinden sich 
in drei verschiedenen tRNA-Genen (Tabelle 41).  
Die drei detektierten Transitionen sind  in der MITOMAP-Datenbank zu finden. 
 
Tabelle 42: Mutationen in tRNA-Genen 
1: HE0158S; 2: MC0159S; 3: MS0169S 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
3 8563G ATP6 synonym ja 
2 8618C ATP6 Ile - Thr ja 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
1 14793G CYB His - Arg ja 
SIDS-Fall mutiertes Allel Genregion Aminosäure-Austausch MITOMAP 
3 595T tRNAPhe nicht-kodierend ja 
3 4336C tRNAGln nicht-kodierend ja 
1 10018G tRNAGly nicht-kodierend ja 
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4.1  Probenbearbeitung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgten zunächst Untersuchungen bezüglich der DNA-
Menge und -Qualität des vorliegenden Probenmaterials. 
Die Ergebnisse der Vorversuche zur Auswahl einer geeigneten 
Entparaffinierungsmethode waren bei den drei vorgestellten Verfahren identisch, 
aus diesem Grund war sowohl der „BIOsticTM FFPE Tissue DNA Isolation Kit“, als 
auch der „Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit“ oder die 
Entparaffinierung mittels Xylol für weitere Analysen denkbar. Für die Wahl der 
zukünftig anzuwendenden Entparaffinierungsmethode war demnach der 
Kostenfaktor ausschlaggebend. 
Obwohl die Entparaffinierung mittels Xylol im Vergleich zu den auf Kits 
basierenden Entparaffinierungsverfahren mehr Nachteile aufweist (zeit- und 
arbeitsaufwändig, gesundheitsschädlich und kontaminationsanfällig; Tabelle 43), 
wurde diese kostengünstige Methode zur Entparaffinierung der FFPE-
Gewebeproben aus 195 SIDS-Fällen eingesetzt. Die Arbeiten wurden unter einem 
Abzug durchgeführt, um das gesundheitsschädliche Einatmen des Xylols zu 
vermeiden. Präventiv wurden beständige Schutzhandschuhe und ein Kittel 
getragen. Um die Kontaminationsanfälligkeit und einen erhöhten Probenverlust 
aufgrund vieler Arbeitsschritte zu verringern, wurden die Waschschritte mittels 
absteigender Ethanol-Reihe (Isopropanol → 96 % Ethanol → 80 % Ethanol → 70 
% Ethanol → Wasser) durch zweimaliges Waschen mit absolutem Ethanol und 
anschließender Lufttrocknung ersetzt. 
 
Tabelle 43: Vergleich verschiedener Entparaffinierungsmethoden 
 Xylol 
BIOsticTM FFPE Tissue 
DNA Isolation Kit 
Maxwell® 16 FFPE Plus 
LEV DNA Purification Kit 
Zeitaufwand pro 
Probe 
ca. 2 h innerhalb der Extraktion innerhalb der Extraktion 
Kosten pro 
Probe 
< 1 Euro ca. 3 Euro ca. 5 Euro 
Gesundheits-
risiken 
ja nein nein 
Kontaminations-
anfälligkeit 
hoch hoch hoch 
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Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Vorversuche zur Auswahl einer 
geeigneten Extraktionsmethode und des in Tabelle 44 dargestellten Vergleichs der 
fünf beschriebenen Extraktions-/Aufreinigungsverfahren wurden alle Analysen der 
FFPE-Gewebeproben mit Xylol entparaffinierten und mit Chelex extrahierten DNA-
Proben durchgeführt. Die Extraktion mittels Chelex ist eine schnelle, einfache und 
kostengünstige Methode. Wenige Arbeitsschritte minimieren das Risiko von 
Kontaminationen bzw. des Vertauschens der Proben. 
 














ca. 1 h ca. 2,5 h ca. 24 h ca. 5 h ca. 2 h 
Kosten pro 
Probe 
< 1 Euro ca. 5 Euro < 1 Euro ca. 3 Euro ca. 3 Euro 
Gesundheits-
risiken 
nein nein ja nein nein 
Kontaminations-
anfälligkeit 
gering hoch hoch hoch hoch 
 
Unter Berücksichtigung der DNA-Qualität wurden für die Sequenzieranalysen 
folgende Extraktionsmethoden gewählt:  
Die DNA-Proben für die Sequenzierung zur Überprüfung ausgewählter Multiplex-
Minisequencing-Ergebnisse wurden mittels Phenol-Chloroform extrahiert. Es 
handelt sich um eine kostengünstige Alternative zur Chelex-Extraktion, bei der 
PCR-Inhibitoren in mehreren Schritten entfernt werden. 
Für die Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms wurden die DNA-
Proben mit dem Maxwell 16 Instrument extrahiert. Der „Maxwell 16® DNA IQ 
Casework Pro Kit“ wurde bei den Voruntersuchungen nicht berücksichtigt. Das 
Prinzip und der Arbeitsablauf entsprechen dem des „Maxwell® 16 FFPE Plus DNA 
Purification Kit“, wobei während der Lyse keine Entparaffinierung stattfindet. Es 
handelt sich um eine zeitsparende, allerdings kostenintensive Extraktionsmethode. 
Die DNA ist aufgereinigt und höher konzentriert als bei der Phenol-Chloroform-
Extraktion.  
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4.2  Qualität des Probenmaterials 
 
Die gewonnene DNA-Menge und -Qualität aus FFPE-Gewebeproben ist abhängig 
von der Gewebeart, dem Alter der Probe, der Schnittdicke, der Fixierungszeit und 
dem Verhältnis zwischen Wachs und Gewebe in jedem FFPE-Gewebe-Schnitt 
[Wiegand et al. 1996].  
Zur Überprüfung der Qualität des Probenmaterials wurden mit beiden Multiplex-
Minisequencing-Analyseverfahren die vier FFPE-Gewebearten Lunge, Herz, 
Diaphragma und Leber, von jeweils zwei verschiedenen GeSID-Fällen sowohl mit 
Chelex als auch mit Phenol-Chloroform extrahiert (Tabelle 21 und 22). 
Die mit Chelex extrahierten Gewebeproben wiesen eine starke Inhibition auf  
(IPC > 30). Die Konzentrationen an nukleärer DNA waren zum Teil etwa 
tausendfach höher als die der Phenol-Chloroform-Extrakte. Diese enthielten keine 
PCR-Inhibitoren. Von den Chelex-Extrakten konnte die Konzentration an 
mitochondrialer DNA meist nicht bestimmt werden. Grund dafür könnten zu hohe 
mtDNA-Konzentrationen oder eine gestörte Real-Time PCR durch Inhibitoren der 
Chelex-Extrakte gewesen sein. 
Bei jeweils einem Fall der beiden Multiplex-Minisequencing-Verfahren wurde bei 
allen Gewebeproben sowohl bei den Chelex- als auch bei den Phenol-Chloroform-
Extrakten ein Vollprofil dargestellt. Unter den gleichen Voraussetzungen (ähnliche 
DNA-Konzentrationen, parallele Entparaffinierung und Extraktion, gleicher PCR 
Master Mix) wiesen die Gewebeproben des zweiten Falles lediglich ein Teilprofil 
auf. 
Inhibition kann nicht ausschließlich die Begründung für das Ausfallen der langen 
Fragmente sein, da auch die Phenol-Chloroform-Extrakte ohne Inhibition im 
zweiten Fall nur ein Teilprofil lieferten. 
Bei ähnlichen nDNA-Konzentrationen gleicher Gewebearten, in zwei 
verschiedenen Fällen und ohne PCR-Inhibitoren kann lediglich ein 
unterschiedlicher Grad an Degradierung die Erklärung für die unterschiedlichen 
Ergebnisse des Multiplex-Minisequencing-Verfahrens sein. 
 
Die Qualität und die Konzentration der DNA aus den etwa zehn Jahre alten FFPE-
Gewebeproben stellten sich in den Elektropherogrammen beider Multiplex-
Minisequencing-Verfahren sehr unterschiedlich dar. Die Erkenntnis, dass FFPE-
Proben aus manchen Instituten bessere Ergebnisse lieferten als aus anderen, ließ 
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vermuten, dass der unterschiedliche Grad der DNA-Degradierung auf 
verschiedene Fixierungszeiten der Institute zurückzuführen ist. Die 
Untersuchungsergebnisse der FFPE-Proben (Leber, Diaphragma) lieferten häufig 
ein Teilprofil, mit dem die Ergebnisse der gefrorenen Gewebeproben abgeglichen 
wurden. Die vorliegenden Ergebnisse beider Multiplex-Minisequencing-Analysen 
basieren in den meisten Fällen auf den Befunden der gefrorenen Gewebeproben 
(Lunge, Herz, Medulla oblongata), mindestens eine Gewebeprobe jedes 
Keimblattes. 
 
Für die Sequenzieranalysen wurde bei den SIDS-Fällen die aus gefrorenem 
Material der Medulla oblongata extrahierte DNA verwendet. FFPE-Gewebeproben 
kamen für die Sequenzierung nicht in Frage. Bereits durch die höchst sensitive 
Analyse zur Bestimmung der Haplogruppen-Polymorphismen und den potentiell 
pathogenen Mutationen wurde gezeigt, dass die FFPE-Gewebeproben stark 
degradiert waren und dadurch Fragmente länger als 150 bp nicht amplifiziert 
werden konnten. Gefrorene Gewebeproben der Medulla oblongata wurden für die 




4.3  Haplogruppen-Assay 
 
In allen 195 SIDS- und 151 Kontroll-Fällen konnte mittels 32 SNP-Assay die 
mitochondriale Haplogruppe bestimmt werden (Tabelle A 13). Alle Gewebeproben 
eines Falles lieferten identische Ergebnisse. Detektierte Polymorphismen wurden 
durch die Analysen von mindestens einer Gewebeart der drei Keimblätter 
bestätigt. In keiner der analysierten Proben wurde Heteroplasmie nachgewiesen. 
Die Haplogruppen H* (ca. 40 %) und U* (ca. 20 %) wurden mit ihren Untergruppen 
am häufigsten dargestellt. Die charakteristische Haplogruppen-Verteilung der 
europäischen Population wurde damit widergespiegelt [European Prehistory, 
Anthropology & Genetics]. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den 
SIDS-Fällen und der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen 
einer Risiko-Haplogruppe und dem Plötzlichen Säuglingstod konnte nicht 
festgestellt werden. 
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4.4 Assay zur Analyse potentiell pathogener Mutationen 
 
Es ist gelungen, eine schnelle und einfache Methode zur Detektion 37 
mitochondrialer potentiell pathogener Mutationen zu entwickeln. Die Mutationen 
wurden bereits mit Mitochondriopathien nach Wong 2010, Gropman et al. 2004, 
Chinnery et al. 2000, 2010 und Wallace et al. 1995 und dem Plötzlichen 
Säuglingstod nach Opdal et al. 2004 in Zusammenhang gebracht. Die 
beschriebenen SIDS- und Kontrollfälle wurden mit dem etablierten Multiplex-
Minisequencing-Verfahren erfolgreich analysiert (Tabelle A 13).  
Im Elektropherogramm wichen die gemessenen Fragmentlängen der einzelnen 
Signale um zwei bis vier Basenpaare von den erwarteten Werten ab. Dieses kann 
zum einen durch das unterschiedliche Molekulargewicht der Nukleotide und somit 
der Fragmente erklärt werden. Zum anderen werden Migrationsunterschiede 
durch Größe und Molekulargewicht der ddNTPs mit unterschiedlichen 
Fluorophoren verursacht. 
Unter Berücksichtigung dieser mittels Singleplex ermittelten Fragmentlängen 
lieferten alle Gewebeproben eines Falles identische Ergebnisse. Detektierte, 
potentiell pathogene Mutationen wurden durch die Analyse von mindestens einer 
Gewebeprobe jedes Keimblattes bestätigt. In keiner der analysierten Proben 
wurde Heteroplasmie nachgewiesen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 
Ergebnissen der SIDS-Fälle und denen der Kontrollgruppe konnte nicht 
festgestellt werden. 
 
Vier der mit dem Plötzlichen Säuglingstod assoziierten Mutationen wurden auch 
spezifischen Haplogruppen zugeschrieben. Diese vier haplogruppenassoziierten 
Polymorphismen waren bereits in dem Haplogruppen-Assay vorhanden und 
wurden zur internen Kontrolle in den Assay zur Analyse potentiell pathogener 
Mutationen integriert. Durch das Gegenüberstellen der Ergebnisse beider 
Verfahren wurden weitere sieben Polymorphismen aufgedeckt, die jeweils mit 
bestimmten Haplogruppen zusammenhingen (Tabelle 23). Von den 17 durch 
Opdal et al. mit SIDS-assoziierten Mutationen wurden demnach elf auch als 
haplogruppenassoziierte Polymorphismen identifiziert. 
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Zusätzlich zu diesen haplogruppenassoziierten Polymorphismen wurden in vier 
SIDS-Fällen und einem Kontroll-Fall vier isoliert auftretende potentiell pathogene 
Mutationen detektiert, welche durch Sequenzierung bestätigt wurden (Tabelle 24). 
Diese potentiell pathogenen Mutationen waren in der MITOMAP-Datenbank 
veröffentlicht: eine in der Genregion der tRNAGly und drei in der Protein-
kodierenden Region (Tabelle 28 und 29). Es ließ sich kein Zusammenhang 
zwischen einer dieser potentiell pathogenen Mutationen und dem Plötzlichen 
Säuglingstod ermitteln, da diese Mutationen jeweils lediglich bei einem oder zwei 
der 195 SIDS-Fälle vorhanden waren. 
 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass vier der potentiell pathogenen 
Mutationen in einem oder zwei SIDS-Fällen nachgewiesen werden konnten und elf 
Mutationen des Assays zur Analyse potentiell pathogener Mutationen wurden 
auch mit Haplogruppen assoziiert.  
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer der nach Literaturangaben 
[Chinnery et al. 2000, Gropman et al. 2004, Opdal et al. 2004, 2010; Wallace et al. 
1995, Wong 2010] potentiell pathogenen mitochondrialen Mutationen und dem 
Plötzlichen Säuglingstod konnte nicht festgestellt werden. 
 
 
4.5  Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte 
 
Zusätzlich zu den bereits beschriebenen Mutationen konnten in 44 Fällen mittels 
Assay zur Analyse ausgewählter potentiell pathogener Mutationen einzelne 
Nukleotidvarianten nicht bestimmt werden (Tabelle 25), da die entsprechende 
Nukleotidvariante in der SNaPshot-Reaktion nicht dargestellt werden konnte.  
Durch die Sequenzierung der entsprechenden Fragmente bei 31 Fällen wurden 35 
Mutationen detektiert. In zwei SIDS-Fällen und zwei Kontroll-Proben wurde durch 
Sequenzierung das Wildtyp-Allel dargestellt.  
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Die 35 detektierten Mutationen teilten sich wie folgt auf: 
Die Nukleotidvarianten C14766T waren in zwei SIDS-Fällen und 19 Proben der 
Kontrollgruppe nicht darstellbar. Die Sequenzierung bestätigte in den SIDS-Fällen 
zwei verschiedene Mutationen in der Bindungsregion des SBE-Primers. In dem 
Fragment der für die Kontroll-Fälle exemplarisch sequenzierten Probe wurde das 
mutierte Allel detektiert. Das Fragment, in dem sich diese Nukleotidvarianten 
befinden, ist mit 292 bp das längste (T14709C/C14766T) des Assays zur Analyse 
potentiell pathogener Mutationen. Eine nicht ausreichende DNA-Qualität der 
Chelex-Proben könnte für das Fehlen des Peaks in den Kontroll-Fällen die 
Ursache sein. Die Signalstärke der mutierten Allele ist häufig geringer (< 800 RFU) 
als die des Wildtyps (1.000 - 3.000 RFU). 
 
Bei der Sequenzierung der übrigen Proben wurden neben 15 bestätigten potentiell 
pathogenen Mutationen, 16 neue Mutationen und eine Insertion detektiert 
(Tabellen 28 und 29). Die 16 Mutationen waren bereits in der Datenbank 
vorhanden und in den Ribosomen betreffenden und tRNA-kodierenden DNA-
Abschnitten lokalisiert, führten zu Aminosäure-Austauschen oder waren synonym 
in unterschiedlichen Protein-kodierenden Bereichen. Die Insertion eines Adenins 
an Position 3229 wurde bisher in der MITOMAP-Datenbank nicht beschrieben. 
 
Drei SIDS-Fälle wiesen zusätzlich zu einer potentiell pathogenen Mutation 
haplogruppenassoziierte Polymorphismen auf (HE0357S: U*, 10034C; HN0245S: 
H*, 11719A; MC0151S: N*, 12372A), welche nicht der eigentlichen Haplogruppe 
dieser Probe entsprachen, sondern mit einer anderen Haplogruppe assoziiert 
waren. Demnach stellt sich die Frage, ob haplogruppenassoziierte 
Polymorphismen einen Einfluss auf den Plötzlichen Säuglingstod haben. Da es 
sich bei diesem Syndrom um ein multifaktorielles Geschehen handelt, ist nicht 
auszuschließen, dass im Zusammenspiel mit Mutationen der Zellkern-DNA oder 
unter Einfluss anderer äußerer Risikofaktoren haplogruppenassoziierte 
Polymorphismen zum Tod beitragen. 
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4.6 Sequenzierung des mitochondrialen Genoms 
 
Mittels Multiplex-Minisequencing-Verfahren konnte keine Risiko-Haplogruppe und 
keine potentiell pathogene Mutation identifiziert werden, die signifikant mit dem 
Plötzlichen Säuglingstod in Zusammenhang steht. 
Durch die Sequenzierung ausgewählter mitochondrialer Abschnitte wurden 
Mutationen aufgedeckt, die für umfassende mtDNA-Sequenzierungen von 





Der SIDS-Fall mit dem mutierten tRNAGly-Gen (HE0158S) wurde für die 
Sequenzierung des gesamten mitochondrialen Genoms ausgewählt, da 
Mutationen in den tRNA-Genen die Sekundärstruktur des RNA-Moleküls 
verändern und damit einen Einfluss auf den gesamten Organismus haben können. 
Es wurden bereits einige Mutationen in den Genregionen der tRNAs mit dem 
Plötzlichen Säuglingstod assoziiert [Opdal et al. 2004]. 
 
Der SIDS-Fall mit der Insertion eines Adenins an Position 3229 (MS0169S) wurde 
ausgewählt, da diese Insertion noch nicht in der MITOMAP-Datenbank vorliegt, 
allerdings in der Studie von Raghupathi (Dissertation 2011) an einem Patienten 
mit einer mitochondrialen Myopathie beschrieben wurde.  
Die Arbeitsgruppe um Raghupathi wies eine signifikante Störung der 
Transkriptions-Termination nach, welche dazu führt, dass das längere 
polyzistronische Transkript der mtDNA vermehrt hergestellt wird. Die Anzahl an 
mRNAs, welche die Untereinheiten der Atmungskette kodieren, ist entsprechend 
höher. Die Insertion in diesem Bereich bewirkt eine Leserasterverschiebung der 
gesamten Transkriptions-Terminations-Sequenz (3229 - 3256). Eine Erklärung für 
die verminderte Transkriptions-Termination ist eine gestörte Bindung des 
mitochondrialen TER. Eine zweite Möglichkeit ist, dass der mitochondriale 
Transkriptions-Terminations-Faktor weiterhin normal an die Erkennungssequenz 
bindet, seine Funktion aufgrund der Konformationsveränderung innerhalb der 
mtDNA durch die Insertion gestört wird. 
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Ein weiterer zu sequenzierender SIDS-Fall (MC0151S) wurde stellvertretend für 
die im Protein-kodierenden Bereich der mtDNA lokalisierten und in MITOMAP 
beschriebenen Mutationen, welche den Austausch einer polaren gegen eine 
unpolare Aminosäure bewirken, ausgewählt. Die dreidimensionale Struktur der 
Proteine wird durch die Abfolge der Aminosäuren und deren Seitenketten 
bestimmt. Bereits die Größe und die Form der Rest-Gruppen haben einen Einfluss 
auf die Proteinstruktur, die durch zusätzliche Bindungen zwischen den 
Seitenketten stabilisiert wird. Aus dieser hoch komplexen Struktur resultiert die 
biologische Proteinfunktion. 
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4.6.2 Lokalisation der Mutationen 
 
Bei der Sequenzierung des mitochondrialen Erbguts der drei ausgewählten SIDS-
Fälle wurden 36 homoplasmatische Mutationen detektiert (Tabelle 45). 
 
Tabelle 45: Ergebnisse Sequenzierung des mitochondrialen Genoms 










1, 2 73G* HV II nicht-kodierend u. a. Schilddrüsen- & Prostata-Tumor 
2 150T* OH nicht-kodierend u. a. Schilddrüsen- & Prostata-Tumor 
3 152C* OH nicht-kodierend u. a. Ovarial- & Brust-Tumor 
2 309.1C OH nicht-kodierend Polymorphismus 
1, 2, 3 315.1C OH nicht-kodierend Polymorphismus 
3 340T HV II nicht-kodierend Polymorphismus 
3 456T* HV III nicht-kodierend Schilddrüsen-Tumor 
3 595T tRNA
Phe
 nicht-kodierend Polymorphismus 
1 960.1C 12S rRNA nicht-kodierend DEAF 
3 3229.1A TER Leseraster-
verschiebung 
nicht vorbeschrieben 
3 3571A ND1 Leu - Ile nicht vorbeschrieben 
3 3580G ND1 Pro - Ala nicht vorbeschrieben 
3 3606G ND1 synonym Polymorphismus 
3 4336C tRNA
Gln
 nicht-kodierend ADPD, Schwerhörigkeit, Migräne 
2 5231A ND2 synonym Polymorphismus 
3 5319G ND2 Thr - Ser Polymorphismus 
2 5417A ND2 synonym Polymorphismus 






3 8563G ATP6 synonym Polymorphismus 
2 8618C ATP6 Ile - Thr Polymorphismus 
1 9548A CO3 synonym Polymorphismus 
2 9738A CO3 Ala - Thr Polymorphismus 
1 10018G tRNA
Gly
 nicht-kodierend Polymorphismus 
2 12358G ND5 Thr - Ala Polymorphismus 
2 12771A ND5 synonym Polymorphismus 
1 14793G CYB His - Arg Polymorphismus 
1 16192T HV I nicht-kodierend Polymorphismus 
2 16223T* HV I nicht-kodierend Tumor 
1 16256T HV I nicht-kodierend Polymorphismus 
2 16257A HV I nicht-kodierend Polymorphismus 
2 16261T HV I nicht-kodierend Polymorphismus 
1, 3 16270T HV I nicht-kodierend Polymorphismus 
3 16304C* HV I nicht-kodierend u. a. Brust- & Prostate-Tumor 
2 16311C* HV I nicht-kodierend Prostate-Tumor 
1 16526A 7S DNA nicht-kodierend Polymorphismus 
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14 Mutationen (39 %) fanden sich in den Protein-kodierenden Bereichen des 
mitochondrialen Genoms. Diese Mutationen waren gleichmäßig im 
mitochondrialen Genom verteilt. Das gehäufte Auftreten von Mutationen in einem 
bestimmten Genlocus wurde nicht festgestellt. 
Proteine sind lineare Polymere, bestehend aus Aminosäuren, welche in einer 
Kette miteinander verbunden sind. Die Aminosäuren unterscheiden sich 
voneinander durch ihre Seitenketten (Rest-Gruppe), welche in Größe, Gestalt, 
Ladung, sowie Fähigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen, 
hydrophober Disposition und ihrer chemischen Reaktivität variieren. Die 
dreidimensionale Struktur der Proteine wird durch die Abfolge der Aminosäuren 
und deren Seitenketten bestimmt. Bereits die Größe und die Form der Rest-
Gruppen haben einen Einfluss auf die Proteinstruktur, die durch zusätzliche 
Bindungen zwischen den Seitenketten stabilisiert wird. Aus dieser hoch 
komplexen Struktur resultiert die biologische Proteinfunktion. Veränderungen in 
der Aminosäure-Sequenz und der damit verbundenen Seitenketten-Variation 
bewirken Änderungen zwischen den intramolekularen Reaktionen der 
Restgruppen, eine Formveränderung des Proteins und einen möglichen 
Funktionsverlust. Die Aminosäuresequenz legt die Sekundärstruktur der Proteine 
lediglich zu 60 bis 70 % fest. Der Rest wird durch Wechselbeziehungen über 
größere Distanzen, wie bei der Tertiärstruktur bestimmt. Aus diesem Grund kann 
die dreidimensionale Proteinstruktur nur schwer über die Abfolge der Aminosäuren 
vorhergesagt werden [Berg et al. 2007, 27-70]. 
Die Insertion eines Adenins an Position 3229, aufgrund derer die Probe MC0159S 
sequenziert wurde, ist nicht in der MITOMAP-Datenbank aufgeführt, bei den 
übrigen Mutationen handelte es sich um Substitutionen (Tabelle 45).  
12 Mutationen waren in der MITOMAP-Datenbank beschrieben, führten zu einem 
Aminosäure-Austausch oder waren synonym.  
Die beiden in der Datenbank nicht aufgeführten Transitionen an den Positionen 
3571 und 3580 führten zu einer Änderung des jeweiligen Aminosäurecodes. Die 
Auswirkungen der Mutationen auf die Funktionen der entsprechenden Proteine 
sind bisher nicht bekannt. Allerdings werden auch synonyme Mutationen mit 
Mitochondriopathien assoziiert [Wong 2010, Gropman et al. 2004, Chinnery et al. 
2000, 2010; Wallace et al. 1995]. 
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Die Ergebnisse dieses Projekts stimmen mit vorangegangenen Studien überein, 
welche in der D-loop Region von SIDS-Fällen eine erhöhte Mutationsrate 
aufdeckten [Divne et al. 2003]. 15 der hier durch Sequenzierung ermittelten 
Mutationen (42 %) wurden in der nicht-kodierenden D-loop-Region detektiert 
(Tabelle 45). Dieser Bereich erstreckt sich zwischen den Nukleotidpositionen 
16024 und 576. Dem Sequenzabschnitt unterliegt die Kontrolle der Replikation 
und Transkription der mtDNA. Mutationen in diesem Bereich könnten demnach 
eine verminderte Anzahl an Mitochondrien oder eine veränderte Expression 
mitochondrialer Gene verursachen, welche den mitochondrialen Metabolismus 
und die oxidative Phosphorylierung beeinflussen. Die pathogenen Auswirkungen 
der Mutationen wurden bisher nicht detailliert beschrieben. 
Die 15 homoplasmatischen Mutationen im D-loop sind in der MITOMAP-
Datenbank beschrieben. 
Bei sieben Mutationen handelt es sich laut Datenbank um somatische Mutationen, 
die mit verschiedenen Tumor-Arten in Zusammenhang gebracht werden [Stafford 
et al. 2010; Brandon et al. 2006; Tseng et al. 2006; Coskun et al. 2004; Kumimoto 
et al. 2004; Del Bo et al. 2003; Zhang et al. 2003; Attardi 2002; Chen et al. 2002; 
Maximo et al. 2002; Nekhaeva et al. 2002; Liu et al. 2001; Calloway et al. 2000; 
Fliss et al. 2000; Michikawa et al. 1999]. Mindestens eine dieser Mutationen findet 
sich in einem SIDS-Fall.  
Die übrigen acht Mutationen werden als synonyme Mutationen betrachtet, da sie 
sich in den nicht-kodierenden Bereichen des mitochondrialen Erbguts und bis auf 
die Insertionen in der Poly-C-Region (303-315) nicht in dem Bereich des 
Replikationsursprunges befinden. Eine Cytosin-Insertion an Position 315 wurde in 
allen drei SIDS-Fällen detektiert. 
 
Eine Mutation wurde im Gen der 12S rRNA nachgewiesen (3 %) und drei (8 %) in 
den tRNA-kodierenden Abschnitten. Mutationen in den rRNA- und tRNA-Genen 
können die Sekundärstruktur des RNA-Moleküls verändern, wodurch sie einen 
Einfluss auf den gesamten Organismus haben können. Die Cytosin-Insertion an 
Position 960 ist in der MITOMAP-Datenbank beschrieben und wurde mit maternal 
vererbter Taubheit (DEAF; maternally inherited DEAFness) in Zusammenhang 
gebracht [Elstner et al. 2008]. Sie bewirkt eine Leserasterverschiebung, welche 
einen Einfluss auf die Sekundärstruktur der 12S rRNA haben könnte. 
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Veränderungen der rRNA-Sekundärstrukturen können zu instabilen Untereinheiten 
der Ribosomen führen, sodass dessen Funktion beeinflusst wird.  
 
Acht Prozent der Substitutionen, die in zwei SIDS-Fällen nachgewiesen wurden, 
befinden sich in drei verschiedenen tRNA-Genen. Die tRNA-Moleküle sind aus  
74 - 94 Ribonukleotiden aufgebaut, aus denen sich die charakteristische 
Sekundärstruktur (Kleeblatt-Form; Abbildung 28) bildet. Die tRNA-Moleküle 
transportieren Aminosäuren zu den Ribosomen, wo sie die Sequenz der mRNA in 
Polypeptide übersetzen. Jedes der drei tRNA-Gene weist eine Mutation auf, die in 
der MITOMAP-Datenbank hinterlegt ist. Das mutierte Allel 4336C wird u. a. mit der 
Alzheimer Krankheit und Parkinson (ADPD, Alzeimer´s Disease & Parkinson´s 
Disease) in Verbindung gebracht [Hutchin et al. 1995; Wallace et al. 1992]. 
Mutationen in diesen nicht-Protein-kodierenden Bereichen können demnach eine 
pathogene Wirkung haben, wie in der folgenden Abbildung dargestellt: 
 
 
Abbildung 28: pathogene Mutationen in der tRNA
Leu1
 (nach MITOMAP) 
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Die mitochondrialen Gene kodieren für 13 Untereinheiten der an der Atmungskette 
beteiligten Proteinkomplexe. Die mitochondrial-kodierten tRNA- und rRNA-Gene 
sind an der Expression dieser Gene beteiligt. Mutationen im mitochondrialen 
Erbgut haben somit einen Einfluss auf die Funktion der Atmungskette und können 
im gesamten mitochondrialen Genom vorliegen. Anhand der Lokalisation der 
Mutationen, die zum Beispiel mit den vorgestellten Mitochondriopathien assoziiert 
sind, lässt sich die Ausprägung des Phänotyp häufig nicht erklären. Dieser steht 




4.6.3 Assoziation der Mutationen zu Krankheiten 
 
33 der 36 detektierten Mutationen sind in der MITOMAP-Datenbank hinterlegt 
(Tabelle 45).  
Sieben dieser mitochondrialen Mutationen werden als somatische Mutationen mit 
verschiedenen Tumorarten beschrieben [Stafford et al. 2010; Brandon et al. 2006; 
Tseng et al. 2006; Coskun et al. 2004; Kumimoto et al. 2004; Del Bo et al. 2003; 
Zhang et al. 2003; Attardi 2002; Chen et al. 2002; Maximo et al. 2002; Nekhaeva 
et al. 2002; Liu et al. 2001; Calloway et al. 2000; Fliss et al. 2000; Michikawa et al. 
1999]. Sie befinden sich in den drei SIDS-Fällen in der nicht-kodierenden Region 
und könnten einen Einfluss auf den mitochondrialen Metabolismus und damit der 
oxidativen Phosphorylierung haben.  
 
Eine Mutation im tRNAGly-Gen wird u. a. mit ADPD [Hutchin et al. 1995; Wallace et 
al. 1992] und eine weitere im 12S rRNA-Gen mit DEAF [Elstner et al. 2008] in 
Zusammenhang gebracht. Da diese Mutationen mit Krankheiten assoziiert sein 
sollen, könnten auch die beiden übrigen Mutation in den tRNA-Genen 
entsprechend assoziiert sein. Möglicherweise besteht auch ein Zusammenhang 
mit dem Plötzlichen Säuglingstod. Die Sequenzierung weiterer Fälle könnte zur 
Klärung dieser Frage beitragen.  
 
Im Gegensatz dazu kann ein pathogener Einfluss der Neun-Basen-Insertion 
(CCCCCTCTA) in einer nicht Protein-kodierenden Region zwischen den Genen 
der Cytochrom-c-Untereinheit 2 und dem der tRNALys ausgeschlossen werden, da 
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sich die Insertion in einem Sequenzbereich befindet, der weder für Proteine noch 
für RNA-Moleküle kodiert. 
 
 
4.6.4 Mutationen in drei SIDS-Fällen 
 




Abbildung 29: Mutationen in drei SIDS-Fällen 
 
In dem SIDS-Fall HE0158S wurden 11 Mutationen detektiert. Von diesen 11 
befinden sich sechs in der nicht-kodierenden Kontrollregion. Zwei Mutationen 
wurden in RNA-kodierenden Genen detektiert, die Mutation im Gen der 12S rRNA 
ist mit Taubheit assoziiert [Elstner et al. 2008]. Beide Mutationen könnten die 
entsprechende RNA-Sekundärstruktur beeinflussen und mit Krankheiten assoziiert 
sein. Zwei synonyme Mutationen sind in den Untereinheiten der Cytochrom-c-
Oxidoreduktase lokalisiert. Zwei weitere Mutationen im Cytochrom b-Gen 
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Der SIDS-Fall MC0151S weist 15 Mutationen auf, davon über die Hälfte in der 
nicht-kodierenden Region. Eine Insertion und eine Substitution konnten allerdings 
in der Promoter-Region des H-Stranges detektiert werden. Ein Einfluss auf die 
Replikation des mitochondrialen Genoms kann demnach nicht ausgeschlossen 
werden. Die in der Untereinheit 5 der NADH-Dehydrogenase detektierten 
Mutationen wurden nur in dieser Probe lokalisiert. Eine der beiden Mutationen ist 
synonym, hat demnach keine biochemischen Auswirkungen. Die zweite Mutation 
bewirkt den Austausch einer polaren gegen eine unpolare Aminosäure. Durch 
diesen Tausch zweier biochemisch verschiedener Aminosäuren wird die 
Sekundärstruktur der jeweiligen Proteine beeinflusst. 
 
Beim SIDS-Fall MS0169S konnten 14 Mutationen detektiert werden. Einige 
wurden in der nicht-kodierenden D-loop-Region nachgewiesen, eine davon im 
Replikationsursprung des H-Stranges. Die Wahrscheinlichkeit einer veränderten 
Replikation des mitochondrialen Genoms wird zusätzlich durch die Mutation im 
Transkriptions-Terminator-Gen erhöht. Eine Mutation in den tRNA-Genen ist u. a. 
mit der Alzheimer und der Parkinson Krankheit assoziiert [Hutchin et al. 1995; 
Wallace et al. 1992], die zweite wurde bisher nicht beschrieben. Beiden könnte 
demnach ein pathogener Einfluss zugeschrieben werden.  
 
Alle drei SIDS-Fälle weisen zusätzlich zu ihren individuellen Mutationen eine 
gemeinsame auf. Die Insertion des Cytosins an Position 315 gehört der Poly-C-
Region in der HV II-Region an. 
 
Mutationen, die die Aminosäure-Sequenz der Proteine oder die Sekundärstruktur 
der t- oder rRNAs verändern, können von medizinischem und physiologischem 
Interesse sein [Coble et al. 2004]. Eine direkte pathogene Auswirkung lässt sich 
allerdings nicht ableiten, da die Auswirkungen einzelner Mutationen im 
mitochondrialen Genom bisher nicht dargestellt werden konnten. Diverse 
Krankheiten werden bereits mit mitochondrialen Mutationen, welche einen Einfluss 
auf Proteine, die Proteinsynthese und damit die ATP-Bildung haben, in 
Zusammenhang gebracht. 
Eine mitochondriale Dysfunktion kann als Ursache für den Plötzlichen 
Säuglingstod nicht ausgeschlossen werden. Die Erkenntnisse dieser Arbeit 
zusammen mit denen weiterer Studien zeigen, dass eine potentielle 
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mitochondriale Dysfunktion in den meisten Fällen nicht auf nur eine spezielle 
Mutation im mitochondrialen Genom zurückgeführt werden kann. Mutationen 
können allerdings als prädisponierender Faktor unter bestimmten äußeren 
Einflüssen zu einem erhöhten SIDS-Risiko führen. An der Hauptfunktion der 
Mitochondrien sind Gene beteiligt, die in der nukleären DNA kodiert sind. 
Demnach könnten Mutationen sowohl in nukleären als auch in den 
mitochondrialen Genen gemeinsam mit äußeren Faktoren in Zusammenhang mit 
dem Plötzlichen Säuglingstod stehen. Unter der Annahme, dass es sich bei dem 
Plötzlichen Säuglingstod um ein multifaktorielles Ereignis handelt und bisher 
wenige Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen mitochondrialen Mutationen 
und dem Syndrom gefunden wurden, sind weitere Untersuchungen unter 




4.6.5 Möglichkeiten und Grenzen dieser Arbeit 
 
Bei dem Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren handelt es sich um eine 
schnelle, einfache und kostengünstige Methode bestimmte Nukleotidvarianten zu 
untersuchen. Die Auswahl der für den pathogenen Assay gewählten Mutationen 
basiert auf Publikationen, die Mutationen im mitochondrialen Genom mit 
Krankheiten bzw. dem Plötzlichen Säuglingstod in Zusammenhang gebracht 
haben. Sieben der 17 mit SIDS-assoziierten Mutationen konnten zusätzlich zu den 
vier bereits bekannten Polymorphismen des Haplogruppen-Assays als 
haplogruppenassoziierte Polymorphismen identifiziert werden. Bei Mutationen, 
welche mit Krankheiten assoziiert wurden, sollten haplogruppenassoziierte 
Polymorphismen bedacht werden. 
 
Ursprünglich sollten degradierte FFPE-Proben für die Multiplex-Minisequencing-
Analysen verwendet werden. Aus diesem Grund wurde der Assay so konstruiert, 
dass die maximale Fragmentlänge der Amplikone weniger als 200 bp betrug. Auch 
wenn es nach Calvignac et al. 2011 keinen Einfluss einer Co-Amplifikation von 
NUMTs gibt, sollte das Risiko zusätzlich durch Multiplex-Primer mit einer mtDNA-
spezifischen Bindungsfähigkeit verringert werden. Diese mtDNA-spezifische 
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Bindungsfähigkeit ließ sich mittels „BLAST-Software“ nicht für alle Fragmente zu 
100% erfüllen. Bei den verwendeten gefrorenen Gewebeproben hätte eine PCR 
zur Amplifikation langer spezifischer Fragmente („long-range“ PCR) die mt-
Spezifität zusätzlich erhöht [Calvignac et al. 2010]. Die Primer-Bindung könnte bei 
mitochondriendepletierten Zellen (rho-Null-Zellen) auf ihre Spezifität getestet 
werden.  
 
Während des Screenings traten bei beiden Multiplex-Minisequencing-
Analyseverfahren in einigen Elektropherogrammen drei identische unspezifische 
Peaks bis ca. 35 bp im Farbkanal für Guanin und Adenin auf. Sie wurden nach der 
kapillargelelektrophoretischen Untersuchung von STRs detektiert und verloren 
während der Analyse mehrerer SNP-Proben an Intensität. Es handelte sich 
demnach um Artefakte, die durch die Kapillargelelektrophorese von STR-Profilen 
verursacht wurden. Um diesen Artefakten vorzubeugen, sollten STR- und SNP-
Analysen wenn möglich auf getrennten Sequenziergeräten untersucht werden 
bzw. SNP- den STR-Analysen vorangehen. 
 
Die mittels Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren und Sequenzierung 
detektierten Nukleotidvarianten waren ausnahmslos homoplasmatisch. Mit der 
Methode der Sequenzierung sind geringgradige Heteroplasmien aufgrund der 
Heteroplasmie-Nachweisgrenze (20 %) nicht immer sicher detektierbar. 
 
Die Qualität aller in diesem Projekt angewandten Untersuchungsverfahren wurde 
durch umfassende Kontrollen gesichert. Das Mitführen einer Leerkontrolle diente 
dem Überprüfen von Kontaminationen. Durch die Amplifikations-Positivkontrolle 
wurde die Reaktion kontrolliert. Die Ergebnisse der Multiplex-Minisequencing-
Verfahren wurden durch die Analyse mindestens zwei verschiedener 
Gewebearten eines SIDS-Falles abgesichert. Die vier haplogruppenspezifischen 
Polymorphismen in beiden Verfahren dienten der internen Kontrolle. In die 
Auswertung der Sequenzierungen wurden alle Mutationen einbezogen, die durch 
die Sequenzierung der Fragmente in 5´-3´-Richtung des H-Stranges und 5´-3´-
Richtung des L-Stranges oder den überlappenden Bereichen benachbarter 
Fragmente detektiert wurden und somit doppelt bestimmt waren.  
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Im Vergleich zu vorherigen Studien konnte mit dem effektiven Multiplex-
Minisequencing-Analyseverfahren ein großer Proben-Umfang aus SIDS- und 
Kontrollfällen untersucht werden. Die Proben der GeSID-Studie waren genauen 
Fall-Analysen unterzogen worden, sodass die Qualität der zur Verfügung 
gestellten SIDS-Fälle gesichert war.  
Die Sequenzierungen des gesamten mitochondrialen Genoms lieferten Hinweise 
auf mögliche pathogene Effekte. Unter der Annahme, dass es sich bei dem 
Plötzlichen Säuglingstod um ein multifaktorielles Ereignis handelt und bisher keine 
Verbindungen zu mitochondrialen Mutationen gefunden wurden, scheint für die 
Analyse des genetischen Aspekts des Plötzlichen Säuglingstods die 
Sequenzierung des mitochondrialen Genoms ohne die Analyse nukleärer DNA 
nicht auszureichen. Das entwickelte Verfahren zur Sequenzierung des 
mitochondrialen Genoms ist an die Labor-Ausstattung eines forensisch 
arbeitenden DNA-Labors angepasst. Es sind keine zusätzlichen kostenintensiven 
Analysegeräte notwendig und die Kenntnisse der forensischen Routine-Arbeit 
können angewandt werden. 
Die Sequenzierung basierend auf der Kettenabbruch-Reaktion nach Sanger eignet 
sich zur Überprüfung anderer Untersuchungsverfahren. Wie bereits die Kontrolle 
der mittels pathogenem Assay detektierten Nukleotidvarianten durch die 
Sequenzierung der entsprechenden Fragmente verdeutlichte, ist eine zweite 
Methode zur Bestätigung von Befunden häufig erforderlich. 
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Die FSID (Foundation for the Study of Infant Deaths), eine in England ansässige 
Nicht-Regierungs-Organisation, verfolgt das Ziel, plötzliche Säuglingstodesfälle zu 
verhindern und die Gesundheit von Säuglingen zu unterstützen. Sie fördert derzeit  
u. a. eine „Whole Genome“ Assoziationsstudie zum Plötzlichen Säuglingstod. 
Diese wird unter Zusammenarbeit führender Spezialisten durchgeführt. 333 SIDS-
Fälle aus der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten GeSID-Studie und 100 
zusätzliche Fälle des Sheffield Children’s Krankenhauses werden einer 
Kontrollgruppe bestehend aus 1.500 lebenden Säuglingen des in Deutschland 
durchgeführten „National Genome Research Project“ gegenübergestellt. 
Bei dieser Assoziationsstudie wird systematisch das gesamte Genom (nDNA und 
mtDNA) der beiden Gruppen analysiert und verglichen. Es sollen erste Hinweise 
auf eine genetische Ursache des Plötzlichen Säuglingstodes geliefert werden.  
Die Ergebnisse der Genom-Analysen werden in Datenbanken gespeichert, 
verglichen und nach Genvarianten durchsucht. Spezielle Computerprogramme 
unterscheiden Genvarianten von Sequenzierfehlern. Datenbanken und spezielle 
Programme bringen Variationen mit Genen in Verbindung.  
Das Ziel ist es, neue bedeutende Gene ebenso wie häufige modifizierte 
Genvarianten zu identifizieren. Auffällige Ergebnisse sollten durch eine zweite 
Sequenziermethode, wie z. B. die in dem vorliegenden Projekt verwendete 
Kettenabbruch-Reaktion nach Sanger, bestätigt werden. Die Identifizierung neuer 
bedeutender Gene und Genvarianten wird der SIDS-Forschung neue wichtige 
pathophysiologische Krankheitsverläufe aufzeigen und zu neuen Herangehens-
weisen an molekulare Abläufe einer Krankheit führen. 
Viele humane Krankheiten basieren auf einem komplexen Zusammenspiel von 
Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen. Beim Plötzlichen Säuglingstod können 
äußere Risikofaktoren den Auslöser darstellen. Diese könnten die Homöostase 
des Säuglings negativ beeinflussen. Die individuelle Säuglings-Anfälligkeit wird 
dabei nicht durch den Auslöser bestimmt, sondern durch Wechselbeziehungen mit 
verschiedenen Genen und den kodierten Proteinen. 
Eine weitere wichtige Methode in diesem Zusammenhang sind In-vitro-Assays, mit 
denen die Eigenschaften von Proteinen studiert werden. Es lässt sich erkennen, 
                                              Ausblick 
                                                 113 
 
ob eine Mutation in einem Gen zu einer veränderten Funktion des Genproduktes 
führt. 
Liegt ein genetischer Risiko-Faktor vor und kann dieser restlos aufgeklärt werden, 
könnte nach der Geburt eines Kindes im Rahmen einer weiteren 
Routineuntersuchung gezielt nach potentiell pathogenen SIDS-Mutationen 
gesucht werden. Dafür wäre das schnelle, einfache und kostengünstige Multiplex-
Minisequencing-Analyseverfahren geeignet. Die pathogenen Auswirkungen 
detektierter Mutationen könnten medikamentös und/oder durch besondere Pflege- 
und Sicherheitsmaßnahmen neutralisiert und damit der Plötzliche Säuglingstod 
verhindert werden [Courts et al. 2010; SNPs: Die große Bedeutung der kleinen 
Unterschiede“; 86 - 97]. 
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                                              Anhang 




Tabelle A 1: Lösungen 
                                                    
APD-Lösung (10%)      Ammoniumperoxodisulfat (APD)       5 g 
                  Aqua dest.                     ad 50 ml 
Essigsäure (7,5 %)      Essigsäure (100 %)               75 ml 
                  Aqua dest.                     925 ml 
Glycerol-Lösung (5 %)    Glycerol                      25 ml 
                  Aqua dest.                     475 ml 
Natriumacetat (3 M)      Natriumacetat-Trihydrat             40,82 g 
                  Aqua dest.                     ad 100 ml 
Natriumcarbonat-Lösung   Natriumcarbonat                 30 g 
                  Formaldehyd (37 %)               2,4 ml 
                  Natriumthiosulfatlösung             0,4 ml 
                   Aqua dest.                    ad 1 l 
Natriumthiosulfat-Lösung   Natriumthiosulfat                 200 mg 
                  Aqua dest.                     ad 50 ml 
Puffer II             Tris (10 mM)                   1,21 g 
                  EDTA-Na/Titriplex III (1mM)          1,74 g 
                  Natriumchlorid                  23,38 g 
                  HPLC-Wasser                  ad 1 l 
Salpetersäure (2 %)      Salpetersäure (65 %)              30 ml 
  Aqua dest.                     970 ml 
Silbernitrat-Lösung (0,1 %)  Silbernitrat                     1 g 
                  Formaldehyd (37 %)               1,5 ml 
                  Aqua dest.                     ad 1 l 
TE-Puffer            Tris (10 mM)                   1,21 g 
                  EDTA-Na/Titriplex III (1mM)          0,38 g 
                  Aqua dest.                     ad 1 l 
1x Tris-Borat-Puffer      Tris (10mM)                    314,4 g 
                  Borsäure                      43,8 g 
                  Aqua dest.                     ad 5 l 
Tris-Sulfat-Puffer (40 mM)  Schwefelsäure (100 %)             2,15 ml 
                  Tris (10 mM)                   45 g 
                  Aqua dest.                     ad 1 ml 
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Tabelle A 2: Gelpräparation für drei PAA-Gele (9,3%) 
                                                    
Rotiphorese® Gel 40, 29:1                             10,5 ml 
HPLC-Wasser                                    25,5 ml 
Tris-Sulfat-Puffer (40 mM)                             9 ml 
APD-Lösung (10%)                                 315 µl 
Tetramethylethylendiamine                            15,9 µl 
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Abbildung A 1: Protokoll Multiplex-Minisequencing-Analyseverfahren 
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Abbildung A 2: Protokoll Sequenzierung  
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